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RESUMO 
 
O câncer é a segunda doença que mais mata no Brasil. De acordo com 
as estimativas da IARC para 2015, ocorreram aproximadamente 576 mil 
novos casos de câncer no país. Dentre os dez cânceres mais frequentes, 
as leucemias aparecem na nona colocação para os homens e para as 
mulheres aparecem na décima e o Linfoma Não Hodgkin na nona 
colocação. Sabe-se que o processo carcinogênico é desencadeado por 
fatores endógenos (genéticos) e fatores exógenos (ambientais), tornando 
a investigação do potencial nocivo (genotóxico e/ou mutagênico) de 
fármacos e substâncias químicas fundamental para a prevenção e o 
tratamento do câncer. O Ensaio Cometa e o Teste do Micronúcleo in 
vitro e in vivo são recomendados por órgãos reguladores para tal 
investigação, sendo sua padronização fundamental para resultados 
reprodutíveis e confiáveis. Com o objetivo de revisar a aplicação de 
ambos os testes in vitro e analisar a padronização de seus protocolos 
com diferentes linhagens de leucemia e linfoma, realizou-se uma revisão 
bibliográfica sobre o impacto de diferentes protocolos na 
reprodutibilidade destas metodologias. Como resultado, obteve-se 39 
artigos dos quais 11 investigaram novos fármacos ou o aprimoramento 
de antineoplásicos/fármacos já utilizados, 10 estudaram os mecanismos 
de ação de fármacos/substâncias químicas, nove investigaram o 
potencial genotóxico/mutagênico de substâncias químicas, quatro 
artigos estudaram os mecanismos de transformação maligna das células 
e quatro investigaram a confiabilidade do Teste do Micronúcleo in vitro 
sem o bloqueio da citocinese. Ao comparar os protocolos que utilizaram 
as mesmas linhagens celulares, notaram-se diferenças tanto nos tempos 
quanto nas fórmulas das soluções, sendo que o Ensaio Cometa mostrou 
mais alterações entre os artigos do que o Teste do Micronúcleo. 
Concluiu-se que apesar de ambos os testes terem seus protocolos 
reconhecidamente estabelecidos na literatura, ainda precisam de 
adaptações pontuais para diferentes particularidades experimentais 
como, por exemplo, a utilização de linhagens celulares diferenciadas. Os 
protocolos dos artigos diferem mesmo quando utilizadas as mesmas 
linhagens celulares, dificultando suas padronizações. Sugere-se o uso de 
protocolos específicos para cada linhagem como forma de possibilitar a 
padronização em laboratório para resultados confiáveis e reprodutíveis. 
 
Palavras-chave: Ensaio Cometa. Teste do Micronúcleo. Cultura Celular. 
Padronização. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Cancer is the second most common cause of death by disease in Brazil. 
According to IARC estimations, around 576,000 new cases of cancer 
occurred in 2015 in the country. Among the ten most frequent types of 
cancer, leukemia is the ninth most frequent in men, while for women it 
is the tenth most frequent. For women, non-Hodgkin’s lymphoma is the 
ninth most frequent. Therefore, it becomes important to investigate the 
potential genotoxic and mutagenic effects from drugs and chemical 
substances used by humans. The Comet assay and the Micronucleus test 
in vitro and in vivoare recommended by international regulatory 
agencies to evaluate that. Thus, standardize these tests is essential to 
obtain trust worthy and replicable results. To review the in vitro use of 
the Comet assay and the Micronucleus test and to analyze protocols 
standardization for different leukemia and lymphoma, a literature review 
was made to detect the impact of different protocols on the 
reproducibility of these methods. The results show 39 articles of which 
11 investigated new or up grading of antineoplastic drugs; 10 studied the 
mechanism of action from chemical substances or drugs; 9 investigated 
the potential genotoxic and mutagenic effects from chemicals; 4 articles 
showed transformation mechanisms from malignant cells and 4 
investigated the reliability of the Micronucleus test without cytokinesis-
block. Comparing protocols that used the same cell lines,it is possible to 
notice differences at the duration and the solutions used. The Comet 
assay protocols showed more differences than the Micronucleus test 
protocols. It is concluded that despite both tests having recognized 
stablished protocols in literature, they still need punctual adaptations for 
different experimental particular ities such as the use of different cell 
lines. The protocols from the articles are different even when the same 
cell lines were used, making it harder to standardize them. We suggest 
the use of specific protocols for each cell line to allow standardization in 
side labs, creating more reliable and replicable results. 
 
Keywords: Comet assay. Micronucleus test. Cell culture. 
Standardization. 
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RNA – Ácido Ribonucléico 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Morbidade e Mortalidade por Câncer no Mundo e no Brasil 
 
O câncer, assim como outras doenças crônicas não transmissíveis, 
torna-se cada vez mais comum a cada ano. Em 2012, o projeto 
GLOBOCAN, a Agência Internacional para Pesquisa em Câncer 
(IARC) em conjunto com a Organização Mundial de Saúde (OMS) 
apurou cerca de 14,1 milhões de novos casos e 8,2 milhões de mortes 
por câncer no mundo. De acordo com as estimativas de 2013 da IARC, 
os cânceres mais comumente diagnosticados mundialmente em 2012 
foram de pulmão (1,8 milhões, 13% do total de cânceres), de mama (1,7 
milhões, 11,9%) e de colorretal (1,4 milhões, 9,7%). No Brasil, 
estimaram-se para o ano de 2014 e 2015 aproximadamente 576 mil 
novos casos de câncer. Dentre esses novos casos, sem considerar as 
neoplasias não melanoma, os dez tipos de cânceres mais comuns foram 
o de próstata (68.800), de traquéia, brônquio e pulmão (16.400), de 
cólon e reto (15.070), de cavidade oral (11.280), de esôfago (8.010), de 
laringe (6.870), de bexiga (6.750), leucemias (5.050) e de sistema 
nervoso central (4.960) para os homens, sendo para as mulheres o 
câncer de mama (57.120), de cólon e reto (17.530), de colo de útero 
(15.590), de traquéia, brônquio e pulmão (10.930), de glândula tireóide 
(8.050), de estômago (7.520), de útero (5.900), de ovário (5.680), 
linfoma não Hodgkin (4.850) e leucemias (4.320). Além disso, uma 
carga maior é estimada para o mundo em 2030 de aproximadamente 
21,4 milhões de casos novos e 13,2 milhões de óbitos por câncer (INCA, 
2014).  
Sendo um problema mundial de saúde pública, o câncer necessita 
de medidas adequadas de controle e prevenção em todas as regiões, 
desde as mais desenvolvidas até as mais desiguais cultural, social e 
economicamente, para que se possa diminuir a magnitude deste 
problema. Atualmente, seu grande impacto na população brasileira se dá 
pela diminuição das taxas de mortalidade com aumento concomitante 
das taxas de morbidade. Dados recentes da OMS têm mostrado que a 
sobrevida de um câncer curável (p.e. câncer cervical, mama, testículo e 
leucemia linfoblástica em crianças) está intimamente relacionada com a 
renda do país, no qual o aumento da mortalidade está relacionado com 
as dificuldades ou desigualdades de acesso a diagnósticos e tratamentos 
(SCHMIDT et al., 2011). Hoje, sabe-se que as doenças cardiovasculares 
e o câncer ocupam a primeirae a segunda posição, respectivamente, 
entre as maiores causas de morte no Brasil (MANSUR e FAVARATO, 
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2012). Porém, os avanços nas medidas de prevenção e tratamento a 
partir dos anos 80 foram importantes para a diminuição da mortalidade 
dos pacientes como, por exemplo, o aumento da sobrevida de crianças e 
adolescentes com leucemia linfóide aguda (FONSECA et al., 2010). A 
transição epidemiológica (modificações dos padrões de morbidade, 
invalidez e mortalidade que ocorrem devido a transformações 
demográficas, sociais e econômicas) das doenças predominantes entre a 
população brasileira ocorreu, principalmente, pelo envelhecimento da 
população, aumento da urbanização/industrialização, avanços 
tecnológicos, mudanças nos hábitos e costumes da população e pelo 
aumento da exposição a agentes cancerígenos químicos, físicos e 
biológicos. Em 2011, um estudo mostrou que metade dos adultos 
maiores de 18 anos nas capitais brasileiras estava acima do peso 
(48,5%), consumiam álcool em excesso (17%), não consumiam frutas, 
verduras e hortaliças diariamente (20%) e não praticavam exercícios 
(14%). Entretanto, houve sucesso no controle de alguns fatores de risco 
para as principais doenças crônicas não transmissíveis (DCNTs), como 
no caso da política de prevenção contra o tabagismo (DUARTE e 
BARRETO, 2012).  
Portanto, as abordagens para enfrentar esse problema de saúde 
pública devem ser de caráter múltiplo: ações educacionais na área da 
saúde para todos os níveis sociais (comunidade, escolas e ambiente de 
trabalho), estímulo a geração de uma legislação específica para o 
enfrentamento de fatores de risco da doença, pesquisas para o 
desenvolvimento e aprimoramento das medidas de prevenção e controle 
que sejam implantados pelo SUS e que sejam baseadas nos fatores de 
risco já conhecidos (tabagismo, consumo de álcool, obesidade, 
sedentarismo, má alimentação, diabetes, hábitos sexuais), parcerias 
governamentais e não governamentais para investir na vigilância 
epidemiológica e em exames que possibilitem o diagnóstico precoce do 
câncer. Caso contrário, o câncer e demais doenças crônicas continuarão 
a trazer sérias consequências sociais e econômicas para o mundo 
(MALTA et al.,2006; CESTARI e ZAGO, 2005). 
 
1.2 Câncer e Carcinogênese 
 
O câncer(do grego karkínos, que significa caranguejo), chamado 
cientificamente de neoplasia maligna,não é considerado uma doença 
nova. Através da observação de múmias egípcias, acredita-se que esta 
doença afete a espécie humana há mais de três mil anos antes de Cristo. 
Atualmente, sabe-se que ele reúne mais de 100 doenças heterogêneas de 
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causa multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais. De modo 
geral, ele se forma a partir de células normais que sofrem alterações 
cumulativas no DNA (mutações), transformando-se com o passar do 
tempo em células malignas com capacidade de invadirtecidos e órgãos 
vizinhos (INCA, 2014). Pesquisas mostram que tantoos fatores 
endógenos quanto a exposição a fatores exógenos influenciam na 
formação do câncer. As causas endógenas normalmente são pré-
determinadas, dependente do material genético herdado por cada 
indivíduo e das alterações estabelecidas ao longo do tempo devido a 
mecanismos próprios do organismo como os de defesa ou de 
detoxificação. Já as causas exógenas estão relacionadas ao ambiente, 
hábitos e costumes de uma sociedade, como por exemplo, a poluição, o 
tabagismo e o sedentarismo (RIBEIRO e MARQUES, 2003). 
O significado literal da palavra neoplasia énovo crescimento, 
sendo que é classificada em benigna ou maligna, dependendo das 
características. A neoplasia é formada por célulascom a capacidade de 
se replicar sem seguir as influências regulatórias que controlam o 
crescimento celular normal. Todas as neoplasias tendem a aumentar de 
tamanho (devido à desregulação de seus mecanismos de controle 
proliferativo) independentemente da sua localização, não sendo 
completamente autônomas ao organismo, pois necessitam de nutrição e 
irrigação sanguínea (MAITRA, 2013). A neoplasia benigna não é 
invasiva, ou seja, permanece no local em que surgiu, étratável com 
remoção cirúrgica, existindoalta taxa de sobrevivência entre os 
pacientes.Já a neoplasia maligna se referea lesõesinvasivas que 
desestabilizam estruturas adjacentes. As células cancerosas podem se 
disseminar para locais distantesdo foco primitivo formando cânceres 
secundários (metástases) através da corrente sanguínea, dos vasos 
linfáticos epor difusão mecânica. Essa característica torna o seu 
tratamento difícil, por vezes causando falência do órgão atingido e/ou a 
morte do indivíduo (ALBERTS et al., 2010).Assim, as características 
mais marcantes das células transformadas são as modificações 
progressivas em suas funções e morfologia, como alterações nos 
mecanismos de controle proliferativo, diferenciação celular, sobrevida e 
interação com o ambiente. Elas conferem uma capacidade de 
crescimento excessiva, não coordenado e que persiste mesmo quando 
cessado o estímulo que originou as alterações, o que também poderá 
desenvolver maiores desequilíbrios, como perda da função original da 
célula/tecido ou nova capacidade funcional (RODRIGUES e 
CAMARGO, 2010). 
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A área da ciência que estuda o processo de formação do câncer é 
chamada de carcinogênese. Geralmente, a carcinogênese se dá de forma 
lenta, possuindo várias etapas e podendo levar anos para uma célula 
cancerígena originar lesões detectáveis (ALMEIDA et al., 2005). 
Segundo Wünsh e Gáttas (2001), algumas neoplasias malignas 
costumam ter um período de latência longo, de cinco ou seis décadas. 
Uma etapa fundamental para o processo de carcinogênese é a ocorrência 
de mutações,que são definidas comoalterações permanentes na 
sequência de nucleotídeos do DNA, resultando em genes ou conjunto 
cromossômico diferente do nativo/selvagem. Muitas mutações são letais 
(como as induzidas por agentes mutagênicos), porém algumas ocorrem 
em baixas taxas naturalmente sem maiores efeitos, necessárias para o 
processo evolutivo de uma espécie. Elas ocorrem em células somáticas, 
originando clones de células transformadas, ou ocorrem em células 
germinativas, transmitindo a mutação para a prole (CAMARGO e 
OLIVEIRA, 2013).As mutações podem ser sutis, como a mutação 
pontual (alteração de uma base nucleotídica), inserções e deleções, ou 
grandes o bastante para produzir alterações cariotípicas nas células, 
como translocações e aneuploidias (BRASILEIRO FILHO et al., 2011). 
Essas alterações podem ativar ou desativar anormalmente genes 
específicos associados a funções de proliferação e diferenciação celular, 
comoprotooncogenes, genes supressores de tumor, genes que regulam a 
apoptose e genes envolvidos no reparo do DNA (ALBERTS et al., 
2010). 
Os tipos de mutações não aleatórias mais comunsem células 
transformadas são: 1) As translocaçõesequilibradas que consistem em 
quebras e trocas de pedaços entre cromossomos,podendo 
ocasionarmudanças nas posições de protooncogenes, como é o caso da 
maioria dos linfomas de Burkitte na leucemia mieloide crônica (mais de 
90% dos casos em ambos), ativando ou superexpressando-os pelatroca 
de um promotor normal para um altamente ativo.As translocações 
também formam proteínas quiméricas, gerando produtos que promovem 
a transformação ou a proliferação acentuada da célula. É o tipo de 
mutação mais comum em cânceres hematopoiéticos; 2) As deleções são 
a segunda anormalidade mais frequente. Deleções de regiões específicas 
dos cromossomos podem resultar na perda de determinados genes 
supressores de tumor. Geralmente, esses genes precisam que os dois 
alelos que os compõem sejam inativados e o mecanismo mais comum é 
a mutação pontual de um alelo seguida da deleção do outro alelo; 3) As 
amplificações gênicassão duplicações repetitivas de um gene e 
possibilitam que protooncogenes possam se transformar em oncogenes 
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pela consequente superexpressão de seus produtos gênicos. Essas 
centenas de cópias dos protooncogenes podem ser vistas 
microscopicamente (regiões homogeneamente coradas nos 
cromossomos ou várias estruturas pequenas extracromossômicas 
chamadas de duplo diminutos) e estão relacionadas com o potencial 
agressivo do câncer. São mais encontradas no câncer de mama, em 
algumas leucemias e em 25-30% dos neuroblastomas (MAITRA, 2013; 
BRASILEIRO FILHO et al., 2011).Entretanto, diversos mecanismos 
podem estar envolvidos na transformação de uma célula normal, sendo 
que a maioria das modificações sofridas envolve o controle da divisão 
celular (ALMEIDA et al., 2005).  
Segundo Guembarovski e Cólus (2008), as alterações funcionais 
mais importantes sofridas pelas células neoplásicas malignas, que lhes 
conferem vantagem seletiva em relação a células normais, são a 
suficiência em relação aos fatores de crescimento, insensibilidade aos 
inibidores de crescimento, fuga da morte celular programada (apoptose), 
potencial ilimitado de replicação (imortalidade), angiogênese 
aumentada, invasão tecidual e metástase (disseminação à distância). 
Sabe-se que essas características principais das células neoplásicassão 
promovidas por mutações de algumas classes de genes. Os 
protooncogenes estão envolvidos no controle da multiplicação celular 
(expressão de fatores de crescimento, seus receptores, transdutores de 
sinal, fatores de transcrição e moléculas envolvidas com o ciclo celular, 
como as ciclinas e CDK), quando alterados transformam-se em 
oncogenes e interferem nos mecanismos regulatórios do ciclo celular 
(GAILLARD et al., 2015).  
Os oncogenespodem contribuir com a suficiência em relação aos 
fatores de crescimento, potencial ilimitado de replicação e com a evasão 
a apoptose, um exemplo é o gene ABL importante para desenvolvimento 
da leucemia mieloide crônica. Normalmente, ele codifica a proteína 
ABL que exerce uma atividade cinásica estimulando a apoptose na 
ocorrência de uma lesão do DNA. Nas células leucêmicas, o gene ABL é 
translocado do cromossomo 9 para o 22 (chamado de cromossomo 
Filadélfia, Ph) formando um hibrido com o geneBCR.O novo gene ABL-
BCR perde a regulação da atividade cinásica e a proteína 
quiméricaformada deixa de induzir a apoptose por não conseguir entrar 
no núcleo. Já os genes supressores de tumor pertencem a outra classe de 
genes importantes na transformação, pois codificam um grupo 
heterogêneo de proteínas que regulam a proliferaçãoe a diferenciação 
celular. Esses genes costumam ser chamados de “freios” da divisão 
celular. A mutação deles acarreta principalmente na proliferação 
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descontrolada, insensibilidade aos fatores de crescimento (estimulação 
autócrina), fuga da morte celular programada (apoptose) e, por vezes,no 
aumento da angiogênese. O gene TP53, por exemplo, é chamado de 
“guardião do genoma” e codifica a proteína p53. Ele normalmente 
interrompe a ativação do ciclo celular (quiescência), induzà parada 
permanente do ciclo celular (senescência) ou ativa a mortecelular 
programada por apoptose.A proteína p53 pode ser vista como um 
monitor de estresse interno (dano ao DNA, atividade anormal de 
oncoproteínas, anóxia) que direciona a célula para uma dessas três 
vias.Sabe-se que a transformação neoplásica é suprida por centenas de 
genes transcritos pela ação da p53. Mais de 70% dos cânceres humanos 
costuma apresentar defeito nesse gene (MAITRA, 2013). 
Além disso, os genes envolvidos na resposta aos danos no DNA 
(DDR, DNA damage response) também são importantes por codificarem 
as proteínas que reconhecem e reparam as lesões do DNA. Quando 
genes de reparo estão defeituosos por algum motivo ocorrem falhas no 
reparo dos protooncogenes e dos supressores de tumor, podendo dar 
início ao desenvolvimento de neoplasias. A instabilidade genética é 
comum em casos de falhas no reparo e normalmente é vista em cânceres 
familiares, como o câncer de mama familial (RODRIGUES e 
CAMARGO, 2010). Ela é um marcador importante de neoplasias 
malignas, pois pode contribuir para uma rápida seleção das células 
clonais alteradas, sendo considerada em muitas pesquisas uma 
“característica permissiva” das células neoplásicas (DUENSING e 
MÜNGER, 2004). Como exemplo, tem-se as aneuploidias que são 
alterações do cariótipo com ganha, perda ou junção de cromossomos 
após a divisão celular anormal (TEIXEIRA, 2007).  
Por meio de experimentos in vitro e comparações com 
experimentos in vivo induzindo a carcinogênese pela ação de agentes 
químicos, foi possível criar um modelo que explicasse esse processo em 
três etapas principais: 1) Iniciação – corresponde à transformação 
celular devido à mutações gênicas espontâneas ou induzida por agentes 
físicos, químicos ou biológicos. Essas mudanças possibilitam a 
multiplicação autônoma da célula (surgimento de clones), respondendo 
menos aos indutores de diferenciação e apoptose celular e, 
consequentemente, desregulando o ciclo celular; 2) Promoção – 
aumenta-se a proliferação dos clones, fixam-se as alterações genéticas 
geradas e ocorrem mais mutações; 3) Progressão – nesta etapa 
frequentemente surgem modificações biológicas dependentes de 
mutações sucessivas que tornam a neoplasia cada vez mais maligna e 
agressiva. Surgem novas populações de células transformadas (novos 
21 
 
 
clones) que também se multiplicam, dando um caráter heterogêneo a 
neoplasia. Dentre os novos clones podem surgir células com 
modificações capazes de promover a invasão de novos tecidos, 
metastização e resistência a medicamentos (BRASILEIRO FILHO et 
al., 2011). A invasão de novos tecidos e a formação de metástase são 
processos de múltiplas etapas dentro da carcinogênese, que envolve a 
ruptura da adesão entre os clones e as células vizinhas, assim como 
desligamento da membrana basal. Na metástase as células migram por 
meio da matriz extracelular, atravessam a parede dos vasos, entram na 
circulação sanguínea e finalmente estimulam a angiogênese para o 
crescimento da neoplasia no tecido atingido (LUOTO et al., 2013). 
Wünsh Filho e Gáttas (2001) afirmam que o risco de se desenvolver 
câncer está na relação entre as mutações herdadas em genes promotores 
(genes de reparo e oncogenes) ou supressores do câncer (genes de 
apoptose e supressores de tumor) e a capacidade dos indivíduos em 
metabolizarem compostos cancerígenos. Alguns tipos de câncer podem 
ser evitados pela eliminação da exposição aos compostos cancerígenos 
antes da malignização das células ou numa fase inicial, na qual seria 
mais favorável o tratamento e a cura da doença (INCA, 2014). 
As alterações celulares podem ser causadas por agentes 
cancerígenos físicos, químicos ou biológicos. A maioria dos agentes é 
exógena e está presente no ambiente (radiação ionizante, alguns vírus e 
solventes orgânicos), porém alguns agentes estão no próprio organismo 
e sãochamados de endógenos (hormônios, radicais livres, sais biliares, 
etc.). Esses agentes podem aumentar ou acelerar o desenvolvimento de 
neoplasias pormecanismos de ação variados lesandodireta ou 
indiretamente o DNA, sendochamados de genotóxicos. Nem todos 
agentes genotóxicos são cancerígenos, embora possam lesar o DNA, não 
desencadeiam necessariamente a carcinogênese. Outros não são 
genotóxicos e podem mudar características epigenéticas, aumentando a 
proliferação celular e a frequência de mutações,o que podecontribuir 
para a carcinogênese (CAMARGO e OLIVEIRA, 2013). Assim, os 
fatores de risco advindos do ambiente são importantes na carcinogênese 
por aumentarem a taxa normal de mutações, inibirem o reparo do DNA 
ou produzirem mutações de forma direta (BRASILEIRO FILHO et al., 
2011). Os fatores mais importantes atualmente são os hábitos ou 
costumes pouco saudáveis adotados pelas pessoas (tabagismo, excesso 
de ingestão de álcool, dieta rica em gordura, exposição excessiva à luz 
solar, estresse), manipulação ocupacional (quimioterápicos, produtos 
petroquímicos, produção de energia nuclear, de tintas, etc.), a poluição 
da água, do ar e do solo (pesticidas, gases emitidos por indústrias e 
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automóveis, efluentes industriais) e as infecções biológicas (vírus, 
bactérias e outros parasitas). A troca de hábitos prejudiciais por uma 
vida de exercícios físicos e alimentação rica em fibras e antioxidantes, 
por exemplo, pode ajudar na prevenção de neoplasias malignas em 
alguns casos (ALMEIDA et al., 2005; GUEMBAROVSKI e CÓLUS, 
2008).  
Desta forma, as grandes variações de cânceres entre as 
populações de diferentes regiões sugerem que a maioria das neoplasias 
malignas esteja relacionada a ação destes fatores nos indivíduos. Desde 
o século passado, vários agentes cancerígenos ambientais foram 
identificados por estudos epidemiológicos (WÜNSH e ZAGO, 2005). 
Sabe-se que o tabagismo é responsável por 25 a 40% dos cânceres 
humanos, tendo relação próxima com outros tipos de cânceres (pulmão, 
boca, laringe, esôfago e bexiga). O consumo de álcool pode contribuir 
de 2 a 4% nos casos de câncer de fígado, esôfago e laringe. Além disso, 
dietas ricas em gorduras e calorias, além de pobres em antioxidantes 
(que combatem os radicais livres), estãorelacionadas com o câncer de 
mama, colo e bexiga. A forma de preparo dos alimentos também pode 
influenciar na ingestão de agentes cancerígenos, uma vez que as aminas 
heterocíclicas e os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAH) são 
formados em carnes assadas e tostadas. As exposições 
ocupacionaisasubstâncias cancerígenaspodem ocorrer em diversas áreas 
e estão relacionadas a vários tipos de câncer, por exemplo:o arsênio na 
mineração com o câncer de pele, brônquios, fígado; agentes alquilantes 
na produção de químicos com o câncer debrônquios; cromo no 
tingimento e indústria têxtil com câncer da cavidade nasal ede 
brônquios;óxido de etileno na produção de produtos hospitalares com o 
câncer de medula óssea; e muitos outros listados pela IARC. Assim 
como determinados medicamentos para o tratamento e diagnóstico de 
algumas doenças também têm sido associados ao desenvolvimento de 
algumas neoplasias como: cloranfenicolna leucemia, a ciclofosfamida na 
leucemia e no câncer de bexiga, estrógenos no adenoma de pele, 
endométrio e hepatócitos, fenitoina no linfoma e neuroblastoma, entre 
outros(KLAUNIG e KAMENDULIS, 2012). 
 
1.3 Leucemias e Linfomas 
 
De acordo com as estimativas do INCA (2014), dos dez cânceres 
mais comumente encontrados na população brasileira, as leucemias 
estão na nona colocação entre os homens com 5.050 novos casos e na 
décima entre as mulheres com 4.320 novos casos por ano. Quanto aos 
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tipos de linfoma, o Linfoma Não Hodgkin (LNH) teveestimativa de 
4.940 novos casos entre os homens e 4.850 entre as mulheres.Já para o 
Linfoma de Hodgkin (LH) estimou-se cerca de 1.300 novos casos para 
homens e 880 para mulheres. O LNH é nono câncer mais frequente em 
mulheres,e apesar de ser mais frequente noshomens, este linfoma não 
está entre os dez mais incidentes para este grupo.O LH também não 
entra nesta lista para ambos os sexos. As estimativas mundiais em 2012 
para as leucemias foram de 350 mil casos novos e 265 mil óbitos, para o 
LNH foram 390 mil casos novos e 199 mil óbitos e para o LH foram 
659 mil casos novos, sendo 385 mil no sexo masculino e 274 mil no 
sexo feminino e 254 óbitos. 
No mundo, a maior ocorrência de leucemias está associada à 
faixa etária infantojuvenil correspondendo a 25-35% do total de 
cânceres que atingem crianças e adolescentes. Já os linfomas 
correspondem ao terceiro câncer mais comum em países desenvolvidos 
e ao segundo mais comum nos países em desenvolvimento ficando atrás 
somente das leucemias. O grupo formado pelas leucemias, linfomas e 
neoplasias do sistema nervoso corresponde de 8 a 15% de todas as 
neoplasias pediátricas do mundo (LITTLE, 1999).Em um estudo 
realizado por Silva e colaboradores (2014) constatou-se que entre 1980 e 
2010 houve 30.029 óbitos por leucemia em pacientes de 0 a 19 anos no 
Brasil. De uma forma geral, observou-se uma queda na mortalidade por 
leucemias, explicada pelo maior acesso/aprimoramento das técnicas de 
diagnóstico e protocolos quimioterápicos, condição básica para a 
melhora no prognóstico da doença. Entretanto, na análise do grupo 
leucemia linfocíticaaguda entre pacientes de 10 a 14 anos e de 15 a 19 
anos, percebeu-se um aumento na taxa de mortalidade. Argumenta-se 
neste estudo que o tratamento inadequado destes jovens modifica o 
tempo de sobrevida, pois não há um protocolo bem estabelecido para 
esta faixa etária, alternando-se entreo tratamento adulto eo pediátrico. 
Dentre as muitas patologias relacionadas com a exposição aos 
fatores de risco ambientais, destacam-se as leucemias e as anemias 
aplásticas, ambas com alta letalidade (SOARES et al., 2012). Pode-
secitar como fatores de risco o benzeno e seus derivados, agrotóxicos e a 
radiação ionizante. A indução da leucemia pela ação do benzenofoi 
comprovadaem animais no começo no século XX e atualmente é 
possível constatar graves focos de intoxicação em diversos setores 
produtivos no Brasil.O benzeno é utilizado largamente como solvente 
em indústrias químicas e de petróleo, principalmente pelo seu custo 
baixo. Seus derivados são usados como matéria prima de vários 
produtos (borracha, agrotóxico, fertilizantes, plástico, fibras sintéticas) 
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considerados contaminantes universais e estão presentes em outros 
produtos acabados (vernizes, tintas, colas, produtos farmacêuticos, 
combustíveis, outros solventes). No caso da radiação não ionizante (UV, 
infravermelho, microondas, campos magnéticos), sabe-se que radiação 
ultravioleta causa lesões no DNA por dímeros de pirimidina 
(KLAUNIG e KAMENDULIS, 2012).  
A IARC em 2002 classificou os campos magnéticos como 
possivelmente carcinogênicos para seres humanos, após alguns estudos 
associando sua exposição crônica e a leucemia infantil. Porém, 
necessita-se de mais pesquisas para a análise acerca dos efeitos de 
outros tipos de radiação não ionizante (OKUNO, 2009). A grande 
utilização médica, industrial e bélica das radiações ionizantes a partir do 
século XX também está envolvida no aumento da frequência de doenças 
hematológicas e neoplásicas pela exposição ocupacional, acidental ou 
por efeito adverso de tratamentos e diagnósticos. As áreas agrícolas 
contem vários riscos de exposição pelo uso de agrotóxicos, um modelo 
de controle de pragas estimulado pelo governo desde 1975. Os 
inseticidas e outros produtos tóxicos também são bastante utilizados no 
meio urbano para o controle de vetores biológicos de doenças 
endêmicas, expondo a população periodicamente sem a avaliação mais 
criteriosa de seus efeitos. Desta forma, há um contingente muito grande 
de pessoas expostas a vários produtos tóxicos, caracterizando um 
problema de saúde pública que muitas vezes não é controlado 
devidamente pelos órgãos governamentais responsáveis, sendo pouco 
priorizado pelos setores de saúde, não havendo registros precisos das 
ocorrências de câncer pela sua exposição (CAZARIN et al., 2007). 
As neoplasias hematopoiéticas malignas constituem um grupo de 
câncer não epitelial que pode se desenvolver a partir de qualquer célula 
do sistema sanguíneo (eritrócitos, monócitos, eosinófilos, basófilos, 
neutrófilos), incluindo as células do sistema imune. A leucemia (do 
grego leukos = branco, que significa sangue branco) faz parte desse 
grupo e é caracterizada pela proliferação clonal de células da medula 
óssea que substituem gradativamente as células normais e se espalham 
pelo sangue periférico, aumentando a concentração dos glóbulos 
brancos (WEINBERG, 2008). As células blásticas (precursoras e 
indiferenciadas) malignas podem ser encontradas tanto na medula 
quanto no sangue em quantidades variáveis, podendo substituir quase 
todas as células normais na circulação, ocupando espaço na medula e 
dificultando a multiplicação das células normais, além de não 
desempenharem sua função hematopoiética normal. As leucemias são 
classificadas pela origem da linhagem celular (mieloide ou linfoide), 
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infiltração da medula óssea e a quantidade de blastos (aguda ou crônica). 
A leucemia mieloide tem sua origem nas células que formam os 
granulócitos, eritrócitos e plaquetas, já a leucemia linfoide tem origem 
nas células que formam os linfócitos T e B. A leucemia aguda 
ocorrequando células imaturas (blastos) têm altas taxas de proliferação 
(excedem 20% das células do sangue) e não há maturação, ocorrendo a 
progressão da doença com um quadro clínico grave ede evolução rápida. 
Geralmente, os pacientes apresentam sangramentos espontâneos, astenia 
e infecção decorrentes da hematopoese anormal. Já a leucemia 
crônicaocorre quando há altas taxas de proliferação, porém de 
célulasmaduras, sendo a instalação da doença mais lenta, insidiosa e 
progressiva se comparada com a leucemia aguda, não existindo 
deficiência de elementos celulares no diagnóstico (SOARES et al., 
2012). Os tipos de leucemiasmais recorrentes são: leucemia mieloide 
crônica (LMC), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfoide 
crônica (LLC) e leucemia linfoide aguda (LLA) (WEINBERG, 2008).  
A LMC é uma doença mielodegenerativa crônica e sua origem 
está em células progenitoras multipotente com mutações genéticas 
adquiridas, como o cromossomo Filadélfia (Ph)(CHAUFFAILLE, 
2011), que é formado pela translocação recíproca entre o braço longo do 
cromossomo 9 e o braço longo do 22, gerando a proteína híbrida BCR-
ABL com atividade da tirosina quinase aumentada. A LMC representa 
15% de todas as leucemias em adultos com predominância maior em 
homens.A faixa etária mais atingida no mundo está entre 55 e 60 anos, 
porém dados nacionais mostram que esta média diminui em dez 
anosficando entre 40 e 46 anos (BORTOLHEIRO e CHIATTONE, 
2008). A LMC é uma doença bi ou trifásica: fase crônica, que evolui 
espontaneamente para crise blástica, com ou sem a fase acelerada 
(intermediária). A LMC foi a primeira doença neoplásica a ter uma 
alteração cromossômica descrita e, por meio do estudo desta mutação, 
desenvolveu-se um antineoplásico alvo-específico, o mesilato de 
imatinibe. Deste modo, uma doença que na década de 60 apresentava 
uma média de sobrevida de somente quatro anos, hoje possui um 
tratamento promissor com um aumento de sobrevida na maioria dos 
casos (CHAUFFAILE, 2009). 
A LLC (juntamente com o LNH) pertence ao grupo de doenças 
chamado de Distúrbios Linfoproliferativos Crônicos (DLPC). Ela 
apresenta o maior índice de sobrevida dentre todas as leucemias e o 
maior índice de ocorrência em homens adultos com mais de 60 anos, 
representando 90% dos casos de leucemia em pessoas com idade 
superior a 50 anos (PASKULIN et al., 2011), correspondendo a 20-30% 
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do total de leucemias em adultos. A LLC se caracteriza pela 
anormalidade de células linfoides maduras que se concentram na medula 
óssea e no sangue periférico (YAMAMOTO e FIGUEIREDO, 2005). A 
Associação Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular 
(ABHH) estima que ocorram 15 casos de LLC por ano para 100 mil 
pessoas no mundo. Recentemente, sua classificação foi modificada com 
base na sua origem em linfócitos B. Poucos dados são encontrados sobre 
os fatores de risco ambientais relacionados à LLC, com alguns estudos 
apontando um acréscimo de risco entre profissionais que trabalham com 
borracha, solventes e derivados de petróleo. O tratamento convencional 
para a LLCno Brasil é quimioterápico (incluindo fludarabina), não 
obtendo a melhor resposta, pois a maioria dos pacientes é idosa e 
geralmente apresenta morbidades associadas (por exemplo, hipertensão, 
diabetes e cardiopatias), o que determina vários efeitos adversos. 
Atualmente, uma droga alquilante chamada bendamustina, já aprovada 
nos EUA e na Europa, teve sua utilização negada pela ANVISA para o 
tratamento de LLC no Brasil, gerando uma discussão acerca da 
importância para o tratamento de idosos. A bendamustina é um 
medicamente extremamente efetivo com menos efeitos colaterais que 
outros quimioterápicos e pode ser usada sozinha ou em associação com 
outros medicamentos (por exemplo, anticorpos monoclonais). A 
bendamustina também pode ser utilizada nas demais DLPCs, o que 
beneficiaria o tratamento do Linfoma Não Hodgkin, incluído nesta 
categoria pela sua origem nos linfócitos (CHIATTONE, 2014).  
A LMA é uma doença atribuída à proliferação de mieloblastos 
(células unipotentes que originam os promielócitos capazes de se 
diferenciar em eosinófilos, basófilos e neutrófilos) anormais, 
correspondendo a 90% das leucemias agudas em pacientes com idade 
superior a 45 anos. Alterações no cariótipo estão presentes em 75% das 
LMAs, podendo ser numéricas ou estruturais (CHAUFFAILLE, 2011). 
Entretanto, uma atualização feita pela OMS em 2008 considerou que 
somente exames de cariótipo não são suficientes para o diagnóstico da 
LMA (LACÍNIO e SILVA, 2010). De acordo com diversos estudos, a 
LMA acomete em maior número homens de etnia caucasiana. Pesquisas 
também apontam que pessoas em contato com benzeno e produtos 
derivados do petróleo possuem maior chance (2 a 4,5 vezes) de 
desenvolver a LMA, sendo que ela representa 1,2% de todos os cânceres 
que atingem a maioria dos países ocidentais, podendo ser considerada 
rara. Porém, há interesse no estudo da LMA pelo seu desenvolvimento 
rápido e alta taxa de mortalidade (cerca de 40% dos casos). Seu 
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tratamento se baseia na eliminação e controle dos clones leucêmicos por 
meio de poliquimioterapia (CARVALHO et al., 2011). 
A LLA é uma doença de proliferação clonal de células 
linfoblásticas malignas originadas na medula óssea e que se espalham 
pelo sangue, podendo envolver o timo e os nódulos linfáticos. Há um 
grande acúmulo de linfoblastos (células precursoras dos linfócitos) pela 
sua multiplicação descontrolada, envolvendo várias fases de maturação 
celular sem chegar ao desenvolvimento final. Sua freqüência é maior em 
crianças com idade inferior a seis anos, contabilizando 75% de todos os 
casosde LLA (ZEN et al., 2011). No geral, sua ocorrência é maior no 
sexo masculino de etnia caucasiana. Em adultos a ocorrência é mais 
baixa, sendo mais comum as LMAs e LLCs. Está neoplasia pode ser 
formada por precursores das linhagens B e/ou T. Nos casos em que as 
células malignas se originam nos nódulos linfáticos e se espalham pela 
medula óssea e sangue periférico, a doença é chamada de linfoma 
linfoblástico, existindo distinção entre a LLA e esse tipo de linfoma 
pelaimunofenotipagem. Alguns fatores ambientais também foram 
associados como a exposição à radiação ionizante, pesticidas e 
solventes, inclusive durante a vida intrauterina (FARIAS e CASTRO, 
2004). As LLAs são classificadas de acordo com a imunofenotipagem, 
anormalidades citogenéticas e moleculares. Os subgrupos de LLA com 
células precursores dos linfócitos B (LLA-B) correspondem de 60 a 
80% dos casos em crianças e adultos. O gene MLL está constantemente 
envolvido na LLA de crianças, estando relacionado principalmente ao 
desenvolvimento das células hematopoiéticas. A sobrevivência dos 
pacientes pediátricos acometidos por LLA atualmente se encontra entre 
75-80%, como consequência do tratamento e dos antineoplásicos mais 
eficientes. O quadro não é tão otimista para adultos, 75%dos pacientes 
que apresentam características de baixo risco, apenas 25% sobrevivem e 
dos 25%que apresentam características de risco padrão, apenas 50% 
sobrevivem. As taxas de recaída são de 25% em crianças e 50% em 
adultos, dependendo da imunofenotipagem e do subtipo genético de 
LLA. A maioria das recaídas acontece entre três e cinco anos após a 
remissão (ONCIU, 2009). 
O linfoma é uma neoplasia maligna primária do tecido linfoide 
originado por clones de linhagens de células linfoides malignas que 
geralmente se aglomeram numa massa sólida principalmente em 
nódulos linfáticos, podendo se espalhar pelo sistema imune e envolver 
outros órgãos (p.e. estômago, intestino, pulmão, tireoide, etc.), incluindo 
a medula óssea e o sangue (WEINBERG, 2008). Os linfomas podem ser 
divididos em Linfoma de Hodgkin (LH) e Linfoma Não Hodgkin (LNH) 
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(BRASILEIRO FILHO et al., 2011). Atualmente, reconhece-se mais de 
30 tipos de linfomas que são classificados pela OMS com base na 
morfologia, na citogenética, nas mutações gênicas e na 
imunofenotipagem. A classificação se faz primeiramente reconhecendo 
o tipo de célula de origem (célula B, T ou natural killer) e, 
posteriormente, identificando se são derivados de células precursoras ou 
de linfócitos maduros (ROSA et al., 2011).  O Linfoma de Hodgkin 
(LH) é considerado uma doença rara que envolve o sistema linfático 
apresentando linfonodomegalia, normalmente indolor. Estágios mais 
avançados podem acometer outros órgãos do sistema imune, 
principalmente o baço eraramente órgãos extralinfáticos (pulmão, 
estômago, intestino, etc.). O LH atinge mais regularmente a faixa etária 
de 15 a 30 anos e após os 55 anos. Com o começo do tratamento 
poliquimioterapico menos tóxico associadoà radioterapia, a sobrevida 
dos pacientes passou a ser superior a75% mesmo nos estágios 
avançados (LOPES et al., 2012), tendo prevalência maior em homens 
(INCA, 2014). O LH corresponde a 1/3 de todos os linfomas e alguns 
fatores de risco podem ser associados ao seu desenvolvimento, como a 
infecção pelo vírus Epsten-Barr (EBV), sendo possível encontrar seu 
genoma incorporado nas células malignas do LH, principalmente em 
crianças e em pessoas com imunidade baixa como, por exemplo, 
pessoas infectadas com HIV possuindo uma probabilidade de 50 a 100 
vezes maior que as pessoas não infectadas. A exposição aos agrotóxicos 
também apresenta relaçãocom LH. A disseminação deste linfoma se dá 
por células vizinhas afetando primeiramente linfonodos cervicais, 
supraclaviculares e mediastinos. O LH é subdividido em dois grupos 
segundo a OMS:o linfoma de Hodgkin clássico (LHC), subdividido em 
esclerose nodular (EN), celularidade mista (CM), depleção linfocitária 
(DL) eLH rico em linfócitos (recentemente descoberto); e o linfoma de 
Hodgkin com predominância linfocítica nodular (SOARES et al., 2012). 
Os Linfomas não Hodgkin (LNH) somam mais de 30 subtipos 
divididos de acordo com a velocidade de seu crescimento (lento ou 
rápido) e da sua progressão (alto risco oubaixo risco de mortalidade). A 
classificação de cada tipo depende do padrão de formação do linfoma e 
do tipo celular originário. Sob aspectos clínicos, eles podem ser 
indolentes, agressivos ou altamente agressivos. Em linfomas indolentes 
a doença progride lentamente, mas mesmo com tratamento o paciente 
geralmente morre após alguns anos. Nos agressivos cerca de 40-50% 
dos pacientes conseguem remissão depois de quimioterapia intensa. Os 
altamente agressivos normalmente envolvem a medula óssea e 
respondem ao tratamento quimioterápico intenso, tendo uma taxa de 
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50% de sobrevivência (SOARES et al., 2012). Homens possuem um 
risco duas vezes maior que as mulheres de desenvolverem o LNH. 
Existem alguns fatores de risco associados ao seu desenvolvimento, 
como a infecção por EBV e HIV, tratamentos imunosupressores (INCA, 
2014), a infecção pela Helocobacter pylorie pelo HTLV-I.Segundo a 
OMS, existem dois grandes grupos dentro dos LNH: os originários das 
células T e os originários das células B, cada um subdividido em 
linfomas de células precursoras ou linfomas de células maduras, além 
dos aspectos morfológicos e imunogenéticos. Os linfomas 
extralinfáticos (que se formam fora do nódulo linfático) são comuns em 
LNH como, por exemplo, o linfoma de Burkitt no trato gastrointestinal e 
os MALTs, originados a partir do tecido linfoide associado à mucosa. 
No geral, a incidência do LNH aumenta com a idade havendo uma 
probabilidade dez vezes maior após os 60 anos (ABRALE, 2012). 
Os três principais tratamentos contra o câncer são a cirurgia de 
remoção (no caso das leucemias o transplante de medula óssea), 
radioterapia e quimioterapia. Normalmente, utiliza-se mais de um 
método para se erradicar o câncer, sendo que os tratamentos dependem 
de fatores relacionados à doença e ao paciente. O objetivo principal da 
quimioterapia é eliminar as células malignas (alta especificidade) sem 
lesar as células normais (baixa toxicidade). Existem dois grupos de 
agentes que são utilizados no combate ao câncer: 1) os que atuam 
preventivamente ao desenvolvimento da carcinogênese, por exemplo, o 
chá verdeque contem compostos fenólicos e flavonóides capazes de agir 
em vários sistemas fisiológicos; e 2) os que inibem a proliferação celular 
nas fases de promoção e progressão do câncer, sendo esses agentes 
supressores, sendoas substâncias mais estudadas para o 
desenvolvimento de novos fármacos. Sabe-se que a quimioterapia tem 
maior sucesso entre as neoplasias hematopoiéticas pelo ciclode divisão 
rápido dessas células. Porém, a maioria dos fármacos age 
sistemicamente, atingindo também as células normais, principalmente 
asque se multiplicam consecutivamente, como as gastrointestinais, 
capilares e do sistema imune, explicando os efeitos colaterais mais 
comuns (diarréia, náusea, vômito, perda de cabelo, infecções 
recorrentes, febre) e outros efeitos relacionados com o tipo de fármaco 
utilizado (p.e. hepatotoxidade e mielossupressão) (BRANDÃO et al., 
2010). Outro método é a radioterapia que utiliza a radiação ionizante 
para atingir localmente um câncer sólido, reduzindo a reincidência e 
aumentando a sobrevida do paciente. Porém, quando aplicada 
externamente (teleterapia) a radiação atravessa diversos tecidos sadios 
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antes de chegar à área alvo, causando diversos efeitos colaterais por 
alterações bioquímicas e danos a nível celular (SANTOS et al., 2013). 
Assim, os índices de sobrevivência após o tratamentochegam a 
75-90% para vários tipos de câncer, principalmente pela melhorana 
eficiência dos antineoplásicos. Entre os agentes que atuam após a 
instalação do câncer, existem os antineoplásicos ciclo celular específico 
(CCS, agem durante a divisão das células) e os ciclo celular não 
específico (CCNS, agem nas células na fase G0 do ciclo ou em divisão). 
Dentro desses dois tipos existem os antineoplásicos que interagem como 
DNA (genotóxicos) diretamente ou indiretamente eos não genotóxicos 
que impedem a multiplicaçãocelular por outros mecanismos, sem 
danificar o DNA (alteração da expressão de genes, inibição de proteínas 
e RNAs, etc.), como por exemplo, os antineoplásicos hormonais. Alguns 
fármacos naturais CCS são largamente utilizados, como a vincristina e a 
vinblastina que inibem o fuso mitótico interrompendo a metáfase. A 
enzima asparaginase (isolada de bactérias) também pode ser citada e é 
utilizada principalmente em leucemias infantis, inibindo a síntese de 
proteínas pela diminuição da asparagina sérica e da glutamina no sangue 
(OLIVEIRA e ALVES, 2002).  
Entre os antineoplásicosgenotóxicos CCNS, os agentes 
alquilantes são os mais antigos e mais utilizados, porém podemos citar 
também os agentes intercalantes, os produtos naturais eo complexo de 
coordenação de platina. Com relação às leucemias, os antineoplásicos 
mais comumente utilizados são: vincristina (casos agudos), clorambucil, 
prednisona, metotrexato, carmustina (aguda e crônica) e doxorrubicina 
em leucemias linfocíticas; metrotexato, vincristina, mercaptopurina e 
hidroxiuréia em leucemias mielocíticas; vincristina e podofilotoxinas em 
leucemia linfoblástica; tioguanina, citarabina, podofilotoxinas em 
leucemia mieloblástica e aspariginase na leucemia infantil (ALMEIDA 
et al., 2005). Já os LH demonstram melhor resposta ao esquema de 
tratamento ABVD (adriamicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina) 
pela menor toxicidade gonadal e pela menor incidência de casos de 
leucemias secundárias, tendo eficácia igual ou superior ao tratamento 
anteriormente utilizado, o MOPP (mecloretamida, vincristina, 
procarbazina e prednisona). Desde sua implantação, a doença obteve 
75% de cura mesmo em fases avançadas (LOPES et al., 2012). Segundo 
a CONITEC (2013), os esquemas de tratamento mais utilizados em 
LNH são o CVP (ciclofosfamida, vincristina e prednisolona), o CHOP 
(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina e prednisolona), o MCP 
(mitoxantrona, clorambucil, prednisolona) e o CHVPi (ciclofosfamida, 
doxorubicina, vincristina, prednisolona e interferona).  
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Os antagonistas do ácido fólico (metotrexato), os antagonistas de 
pirimidinas (citarabina) e os análogos de purinas (mercaptopurina, 
pentostatina e tioguanina) pertencem aos antineoplásicos CCS e estão 
inseridos no grupo dos agentes antimetabólicos que bloqueiam 
bioquimicamente a síntese do DNA agindo na fase S do ciclo celular. A 
podofilotoxina (etoposida e teniposida, extraído do Podophyllum 
peltatum) e a vincristina/vinblastina pertencem ao mesmo grupo CCS, 
porém inseridos entre os alcalóides vegetais que inibem a topoisomerase 
II na fase S/G2 provendo lesão no DNA e a não formação do fuso 
mitótico na metáfase, respectivamente. As mostardas nitrogenadas 
(ciclofosfamida, isofosfamida, clorambucil, mecloretamina), as 
nitrossuréias (carmustina) e os triazenos (dacarbazina) são agentes 
alquilantes que juntamente com as antraciclinas 
(doxorrubicina/daunorrubicina), bleomicinas e os alcalóides 
pirrolizidínicos (hidroxiuréia), que são antibióticos naturais 
intercalantes/adutores do DNA, pertencem ao grupo dos antineoplásicos 
CCNS tendo ação altamente eletrofílica pela ligação covalente no DNA, 
principalmente nas bases purínicas e pirimídicas, formando ligações 
cruzadas (crosslinks) entre as fitas de DNA resultando em lesões. Essas 
ligações podem ser em intrafilamentares, inter hélices ou 
interfilamentares (mais citotóxica) dependendo do fármaco (ALMEIDA 
et al., 2005).  
Muitos antineoplásicos sãoreconhecidamente citotóxicos, 
genotóxicos e carcinogênicos, sendo a sua exposição ocupacional um 
sério problema. Estudos diversos relatam oaumentodas taxas de 
mutagenicidade, aberrações cromossômicas, troca de cromátides irmãs e 
danos de DNA em enfermeiros que manuseiamfármacos antineoplásicas 
frequentemente. Em um estudo realizado num hospital do Japão, 
concluiu-se que os antibióticos naturais e agentes alquilantes causa 
maior taxa de danos no DNA de linfócitos se comparados a outros 
antineoplásicos, após o manuseio pelos enfermeiros (YOSHIDA, 2006). 
Além disso,através de um estudo realizado em um hospital na Itália, 
percebeu-se uma taxa maior dos efeitos genotóxicos em enfermeiros 
expostos cronicamente aos antineoplásicos quando comparados aos 
enfermeiros que os manuseavam poucas vezes por semana (URSINI, 
2006). 
O desenvolvimento de câncer secundário após o tratamento de 
quimioterapia e radioterapia também é um problema bem conhecido e 
resulta da toxicidade desses métodos. Algumas neoplasias 
hematológicas secundárias são relatadas após o tratamento para linfoma 
de Hodgkin, linfoma não Hodgkin, câncer de mama, entre outros 
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(PINHEIRO e CHAUFFAILLE, 2006). É possível notar que a 
ocorrência de neoplasias secundárias aumentou nas últimas décadas, 
principalmente pela introdução de novas fármacos e a intensificação dos 
tratamentos. Os antineoplásicos mais relacionados a estes casos são os 
agentes alquilantes, como a doxorrubicina e os compostos de platina. As 
leucemias secundárias causadas pelo uso de agentes alquilantes 
geralmente têm cinco ou sete anos de latência, enquanto que as 
leucemias causadas por inibidores da topoisomerase têm um período 
curto de latência (SILVA et al., 2006).Os casos de neoplasias 
secundárias por tratamento quimioterápico são mais recorrentes em 
crianças, tendo 10 a 20 vezes mais chance que os adultos. Apesar do 
aparecimento não ser bem definido, estudos mostram que de 3 a 12% 
das crianças tratadas com antineoplásicos desenvolvem um câncer 
secundário antes dos 20 anos. Das neoplasias hematopoiéticas 
secundárias, a mais comum é a LMA e estima-se que sua incidência seja 
de 5 a 20% nos casos em que os pacientes tratados para outros tipos de 
câncer (ovário, germinativo, gastrointestinal, etc.) utilizam alquilantes e 
inibidores da topoisomerase II. Nota-se também um aumento na 
incidência de LMA após o tratamento de pacientes com LLA ou 
cânceres sólidos tratados com epipodofilotoxinas (LOPES et al., 2000). 
 
1.4 Genotoxicidade e Mutagenicidade 
 
Genotoxicidade é a capacidade que um agente possui de interagir 
com o DNA, podendo ou não danificarsuaestrutura e, dependendo do 
tipo de interação,ocasionar mutações e/oucarcinogênese (KLAUNIG e 
KAMENDULIS, 2012). Os danos que ocorrem no DNA de células 
germinativas podem causar mutações hereditárias e os que ocorrem em 
células somáticas podem desencadear uma transformação maligna 
destas células (PHILLIPS e ARLT, 2009). Já o conceito 
demutagenicidade é a capacidade de um agente provocar alterações 
permanentes no DNA (mutações). Estas alterações podem envolver 
mutações pontuais ou cromossômicas. Desta forma, um agente 
mutagênico pode ser chamado de carcinogênicoquando altera, por ganho 
ou perda de função, um ou mais genes e/ou responsáveis pela 
proliferação celular (protooncogenes), apoptose (supressores de tumor), 
reparo e replicação do DNA desencadeando o câncer (Figura 1) (PINTO 
e FELZENSZWALB, 2003). 
Os testes de genotoxicidade e de mutagenicidade são empregados 
no Brasil desde o final do século XX. Eles são importantes na avaliação 
e minimização à exposição de agentes genotóxicos e mutagênicos, 
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evitando impactos negativos nos ecossistemas e na saúde humana 
(PINTO e FELZENSZWALB, 2003).  Desde a década de 80, esses 
testes têm sido utilizados principalmente na avaliação dos efeitos de 
poluentes e risco/periculosidade de agentes físicos e químicos em 
organismos vivos. O Ensaio Cometa, por exemplo, é amplamente 
utilizado para testar agentes genotóxicos de dejetos industriais, 
domésticos e agrícolas na indução de danos e reparo de DNA, 
biomonitoramento de populações expostas e em análises clínicas. Com 
este teste é possível evidenciar quando um agente genotóxico tem um 
efeito tempo-dependente, ou seja, aumento gradual da classe de danos 
nas células de acordo com o aumento do tempo de exposição. Da mesma 
forma, a utilização do Teste do Micronúcleo está voltada para o 
biomonitoramento ocupacional e ambiental, principalmente 
ecotoxicológicos, pois detecta efeitos aneugênicos e clastogênicos em 
diversos organismos expostos a agentes mutagênicos (BÜCKER et al., 
2006). O monitoramento é possível pela capacidade deste teste detectar 
o aumento na frequência de micronúcleos (marcadores biológicos de 
danos genéticos) das células e o seu retorno aos níveis basais quando 
cessado o contato do agente indutor com o organismo (FLORES e 
YAMAGUCHI, 2008). 
 
Figura 1 - Tipos de danos no DNA e resposta celular. Os agentes de origem 
endógena e exógena com potencial para danificar o DNA podem modificar 
bases nitrogenadas, promover ligações cruzadas inter e intrafita, causar lesões 
ciclobutano de pirimidinas e fotoproduto (6-4)-pirimidina-pirimidona, quebras 
de fita simples e/ou dupla. A detecção desses danos pelas células ativa o 
mecanismo de resposta ao dano de DNA (DDR) que desencadeia processos 
variados: controle do ciclo celular e do ponto de verificação (checkpoint), 
transcrição e maquinaria de reparo ao DNA, senescência e/ou morte celular. 
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Fonte: Goshal e Chen, 2013. 
 
Investigar a genotoxicidade e a mutagenicidade de um composto 
ajuda a compreender seu mecanismo de carcinogenicidade. Os testes 
que possibilitam essa investigação são considerados importantes na 
medição dos efeitos de uma nova droga ou de uma substância de 
interesse comercial. Do mesmo modo, as avaliações do risco da 
exposição humana a substâncias conhecidamente cancerígenas em 
outros animais tornam-se essenciais por contribuírem com a 
investigação dosperigospara a saúde humana (PHILLIPS e Arlt, 2009). 
Inúmeros estudos para a avaliação do potencial genotóxico e 
mutagênico defármacos e medicamentossão publicados por ano na área 
da toxicologia genética, tanto para testar novos fármacos quanto para 
investigar os efeitos de medicamentos já utilizados. Em 2008, a ICH 
(International Conference Harmonisation) dos Requisitos Técnicos para 
o Registro de Produtos Farmacêuticos Usados por Humanos produziu 
um guia de testes genotóxicos para novos fármacos de utilização 
humana, incluindo avaliações mutagênicas por meio do teste de mutação 
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reversa bacteriana (Teste Ames) e testes de genotoxicidade em células 
de mamíferos in vitro e in vivo. Dentre eles, os ensaios para alterações 
cromossômicas, micronúcleos e trocas de cromátides irmãs em 
linfócitos periféricos são os mais utilizados, mas estes testes também 
podem ser realizados em organismos modelo, grupos de risco ou em 
culturas celulares (TOOLARAM et al., 2014; PRESTON e HOFFMAN, 
2012). 
Em um levantamento realizado por Brambilla e colaboradores 
(2010), compilaram-seestudos in vitro e in vivo, em sua maioria, 
utilizando ratos e camundongos. Eles conseguiram um levantamento de 
146 fármacos e fármacos, testados com ensaios de lesão de DNAede 
efeitos carcinogênicos. Dentre os fármacos e fármacostestados estãoo 
Alprazolam e Diazepam (ansiolíticos), a Aspirina (antitérimico e 
antiinflamatório), a cafeína, a Clonidina e o Losartan (antihipertensivo), 
entre outros. Segundo os autores, os fármacos/fármacospodem ser 
considerados genotóxicos quando positivos em pelo menos um dos 
testes que detectam lesões no DNA e carcinogênicosquando positivo 
empelo menos um dos três testes-padrão normalmente aplicados na 
detecção dacarcinogênese (ensaios de carcinogenicidade de longo prazo 
em camundongos, ratos e ratas). O estudo mostrou que 13,7% (20 
medicamentos) foram classificados como genotóxicos e carcinogênicos, 
37% (54 medicamentos) foram classificados como não genotóxicos e 
não carcinogênicos, 45,2% (66 medicamentos) foram classificados 
como carcinogênicos não genotóxicos e 4,1% (seis medicamentos) 
foram classificados como genotóxicos não carcinogênicos. Com base 
nesses resultados, os autores concluíram que os testes para verificar 
danos no DNA podem dar suporte na definição da classificação de um 
agente provavelmente carcinogênico para humanos (Grupo 2A) ou 
possivelmente carcinogênico para humanos (Grupo 2B), de acordo com 
a classificação estabelecida pela IARC. Por vezes, alguns agentes do 
Grupo 2B podem ser inseridos no Grupo 2A se asevidências 
emexperimentos com animais forem reforçadas por testes que 
comprovem relevante ação genotóxica. A transferência de agentes 
inseridos no grupo de não carcinogênicos (Grupo 3) para o grupo de 
possivelmente carcinogênicos (Grupo 2B) também pode ocorrer, 
mediante comprovação de seu potencial genotóxico. 
Os testes genotóxicos, mutagênicos e carcinogênicos também são 
importantes ferramentas nas avaliações pré-clínicas denovos fármacos. 
Nestes testes éinvestigado principalmente o riscoque a droga utilizada 
representa para a formação demutações eo desenvolvimento do câncer. 
Uma bateria de testes de genotoxicidade normalmente é aplicada no 
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início do desenvolvimento do novo fármaco com a vantagem de terem 
curta duração ebaixo custo. Juntos, os testes in vitro e in vivo são 
capazes de detectar o potencial que um fármaco qualquer tem de induzir 
pequenas mutações e/ou danos cromossômicos a nível celular e 
sistêmico. O Teste do Micronúcleo in vivo em camundongos, por 
exemplo, é utilizado normalmente para um primeiro mapeamento da 
droga quanto sua mutagenicidade por meio da frequência dos 
micronúcleos e principalmente por apresentar resultados bem 
estabelecidos quanto à detecção de cromossomos aberrantes. Já o Ensaio 
Cometa in vitro é proposto como uma alternativa aos ensaios 
citogenéticos nas fases iniciais de investigação da genotoxicidade de 
uma nova droga. Atualmente, aprimoramentos na aplicação e na análise 
desses ensaios genotóxicos in vitro e in vivo integrados aos testes de 
toxicidade subcrônica, comumente usados na indústria farmacêutica, 
têm diminuído a quantidade de animais utilizados no desenvolvimento 
de novos fármacos (WITTE et al., 2007). 
A maior parte do conhecimento sobre as propriedades das 
neoplasias malignas foi adquirida pelo estudo de células cancerígenas 
em cultura. Através do método in vitro, percebeu-se que a imortalidade 
das células malignas era originada a partir da maior atividade da 
telomerase (90% dos cânceres apresentam essa condição), não 
ocorrendo o encurtamento dos telômeros, a senescência replicativa e o 
caos mitótico, gerado pela junção ao acaso das extremidades sem 
telômero do DNA. Assim, essas células se replicam continuamente, 
tornando-se imortais. Com a cultura celular também se descobriu que as 
células malignas não possuem a inibição por contato comumente 
encontrada em células normais. Elas continuam se multiplicando mesmo 
após terem atingido o estado de confluência (quando as membranas 
plasmáticas das células vizinhas se tocam), formando pilhas de células 
superpostas ao invés da monocamada normalmente encontrada no frasco 
de cultura. Essas células malignas também se mostram menos aderentes, 
desprendendo-se facilmente, e possuindo a forma esférica 
diferentemente das células normais. Além disso, descobriu-se que elas 
requerem menor quantidade de soro em cultura por sintetizarem seus 
próprios fatores de crescimento (estimulação autócrina). Por meio da 
cultura celular também se percebeu que as células malignas podem 
crescer tanto em superfície sólida (como as células normais) quanto em 
superfícies gelatinosas (por exemplo, ágar mole), sendo esse tipo de 
crescimento um indicador da transformação celular (BRASILEIRO 
FILHO et al., 2011). 
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Por esse motivo, testes in vitro têm sido desenvolvidos e 
padronizados para a detecção de agentes possivelmente tóxicos aos 
humanos, sendo vários destes testes padronizados com linhagens 
celulares. As vantagens da utilização dos testes in vitro em relação aos 
in vivo são a possibilidade de limitar a quantidade de variáveis 
experimentais, obtenção de resultados com experimentos mais simples e 
por período de tempo menor. Diversos estudos mostram a capacidade 
dos testes in vitro com linhagens celulares serem reprodutíveis, rápidos, 
sensíveis e financeiramente acessíveis (ROGERO et al., 2003). Ao 
utilizar linhagens celulares como modelo experimental, também se tem a 
possibilidade de controlar a homogeneidade das amostras se comparado 
ao uso de animais. Sabe-se que o cultivo celular existe há mais de 100 
anos e que no início do século XX, várias pesquisas foram 
desenvolvidas nesta área com o objetivo de possibilitar maior 
multiplicação celular, por um longo tempo e na ausência de 
contaminações, testando-se essas linhagens em vários meios de cultura e 
antibióticos. Porém, somente em 1951 o cientista George Gey conseguiu 
cultivar a primeira linhagem celular maligna humana conhecida como 
HeLa (carcinoma cervical), utilizada até hoje no mundo todo. Uma 
linhagem celular é produzida por subcultivos consecutivos de uma 
população primária formando uma população de células específica 
caracterizada pelo seu crescimento populacional, citogenética, 
suscetibilidade celular a cepas virais, espécie e tecido de origem. O 
interesse pela cultura celular cresceu rapidamente, pela vantagem de se 
produzir linhagens malignas contínuas e estáveis, com rápido 
crescimento e alterações celulares e genéticas conhecidas (ALVES e 
GUIMARÃES, 2010).  
Desta forma, outras linhagens celulares malignasforam criadas 
(WI-38 de tecido pulmonar humano, MRC-5 de carcinoma pulmonar 
humano, RAJI de células B linfoblásticas humanas do linfoma de 
Burkitt, VERO de células epiteliais de rim do macaco Cercopithecus 
aethiops, etc.), possibilitando o desenvolvimento de várias vacinas para 
uso humano (poliomielite, antirábica, HPV, sarampo, influenza, etc.) e 
veterinário, anticorpos monoclonais, fármacos imunobiológicas para o 
tratamento do câncer, estudo de mecanismos celulares (diferenciação 
celular, citocinese, mitose e endocitose), desenvolvimento de 
quimioterápicos, demais fármacos e cosméticos, mapeamento genético, 
testes citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos, entre outros. Assim, a 
produção de linhagens autenticadas e estáveis é considerada 
extremamente importante para várias áreas biotecnológicas pela sua 
utilização na produção de farmacoterápicos e cosméticos, nas análises 
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toxicológicas de várias substâncias e, recentemente, na engenharia 
tecidual para produção de enxertos utilizados no transplante de tecidos 
(BARBOSA et al., 2015). 
 
1.5 Ensaio Cometa 
 
O Ensaio Cometa (SCGE, single cell gel electrophoresis) é um 
teste quantitativo e qualitativo que possibilita a detecção de danos de 
DNA em qualquer célula eucariótica isolada (leveduras, hemolinfa de 
insetos e moluscos, linfócitos humanos, entre outros) e fase do ciclo 
celular. Ele é considerado versátil, sensível e simples de ser realizado e 
os danos detectados consistem em quebras de fita simples e dupla. Com 
algumas modificações, também se pode detectar sítios álcali-lábeis 
(sensíveis a pH básico), crosslinks DNA-DNA e DNA-proteína (pontes 
inter e intracadeia de DNA), sítios de reparo por excisão incompletos 
associados a quebras de fita simples (SINGH et al., 1988), danos de 
base utilizando endonucleases e frequência de núcleos apoptóticos, 
facilmente identificados pela extensa fragmentação do DNA. 
Inicialmente, o Ensaio Cometa foi desenvolvido para observação de 
danos e reparo do DNA. Atualmente, ele é utilizado para 
biomonitoramento humano, de outros animais e na avaliação de danos 
em sequências genômicas específicas (OLIVE e BANÁTH, 2006).  
Em 1984, Östling e Johanson desenvolveram a técnica de 
eletroforese em microgel para detecção de danos de DNA em condições 
neutras (pH 9,5), possuindo sensibilidade para quebras de fita dupla. 
Isso foi possível em condições de lise mais severas, que possibilitou a 
retirada de aproximadamente 95% das proteínas celulares e, 
consequentemente, migração dos fragmentos de fita dupla. A detecção 
das quebras de fita simples foi possível com um maior desenovelamento 
do DNA por modificações que aumentassem a sua desnaturação 
(FAIRBAIRN, 1995). Em 1988, Singh e colaboradores introduziram a 
técnica de eletroforese em microgel em condições alcalinas, adicionando 
0,3M de NaOH a solução de eletroforese, aumentando o pH para 13. A 
partir daí, houve um aumento exponencial de pesquisadores utilizando 
esta versão da técnica, por possibilitar a detecção das quebras de fita 
simples também. O nome deste ensaio surgiu pelo modo como os 
fragmentos do DNA de cada célula migravam pelo gel durante a 
eletroforese, tendo uma área com maior concentração de DNA (cabeça) 
e outra área de dispersão dos fragmentos gerados por quebras (cauda), 
formando uma figura semelhante à de um cometa (Figura 2) (TICE et 
al., 2000).  
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Figura 2 - Formação de cometas após a eletroforese do Ensaio Cometa pelo 
tratamento dos nucleóides com peróxido de hidrogênio (H2O2). Cada cometa 
representa os diferentes graus de danos (quebras) ocorridos no DNA. Quanto 
maior a cauda e menor a cabeça do cometa, mais danificado está o DNA. 
 
Fonte: Azqueta e Collins, 2013. 
 
Resultados precisos do Ensaio Cometa são obtidos seguindo-se 
alguns passos básicos após a obtenção da suspensão de células 
(linfócitos, células da medula ou linhagem celular): 1) as células devem 
ser misturadas com agarose de baixo ponto de fusão (low melting point 
ou LMP, 0,5-1%) e depositadas em lâminas de microscopia; 2) elas 
devem ser lisadas em altas concentrações de sais (NaCl) e detergentes 
(Triton X-100) para remoção das histonas e das membranas celular e 
nuclear liberando o DNA, mantendo sua forma helicoidal enquanto 
estiver intacto; 3) os nucleóides devem ser imersos em solução alcalina 
(pH > 13) ou neutra (pH 9,5) para o desenovelamento, expondo quebras 
de fita simples e/ou dupla e sítios álcali-lábeis; 4) a eletroforese deve 
manter as condições alcalinas ou neutras, e no caso da alcalina quanto 
mais quebras expostas mais frouxo fica o DNA, migrando mais 
fragmentos para a cauda do cometa; 5) neutralização do gel no caso da 
solução alcalina, 6) coloração do DNA e (7) contagem dos cometas no 
microscópio. Há um consenso entre os especialistas desta técnica que a 
melhor versão do ensaio cometa é a alcalina. Além disso, se comparado 
a outros testes de genotoxicidade, este ensaio tem a vantagem de: ser 
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sensível a um baixo nível de danos e requerer uma quantidade menor de 
células por amostra, ser flexível, ter baixo custo, fácil aplicação, exigir 
pouco tempo para completar um experimento e necessitar de pouca 
quantidade dos compostos a serem testados (AZQUETA e COLLINS, 
2013). 
A versatilidade da aplicação deste ensaio indica sua utilidade na 
resolução de uma variedade de questões nas áreas biológicas, medicinais 
e toxicológicas. O mais interessante neste teste é a sua capacidade de 
detectar lesões no DNA ao nível de uma única célula, mostrando-se um 
rápido preditor de genotoxicidade tanto em experimentos in vitro quanto 
in vivo. Por esse motivo, é possível observar quando todas as células de 
uma população apresentam o mesmo decréscimo de danos no DNA, o 
Ensaio Cometa pode determinar diretamente a extensão desses danos 
nas células individualmente. As respostas heterogêneas durante o 
tratamento das células auxiliam na avaliação de efeitos carcinogênicos a 
protocolos de tratamentos específicos, por possibilitar a identificação de 
pequenas populações resistentes. Além disso, ele possibilita a 
observação dos danos de DNA e seu reparo em condições variáveis, 
permitindo a avaliação de seus mecanismos (FAIRBAIRN et al., 1995).  
A habilidade deste ensaio em comprovar a resposta heterogênea 
das células em relação à indução de danos no DNA foi primeiramente 
testada por Ostling e Johanson em 1987 com células exposta ao 
quimioterápico bleomicina. Essa heterogeneidade é comprovada quando 
numa mesma amostra existem núcleos severamente danificados e outros 
intactos após o tratamento. Mais recentemente, outros quimioterápicos 
têm sido testados na medição da resposta das células cancerígenas a 
tratamentos específicos (OLIVE e DURAND, 2005). Olive e Banáth 
(2006) relatam o uso do ensaio para identificar crosslinks no DNA 
sabidamente danificado com quebras de fita simples. As ligações 
cruzadas (crosslinks) DNA-DNA ou DNA-proteína reduzem a taxa de 
migração e são detectadas de duas formas: 1) expondo as células 
controle e as tratadas a um segundo agente genotóxico conhecido (p.e. 
radiação ionizante), comparando a extensão da migração na presença e 
na ausência deste agente (MERK e SPEIT, 1998 apud TICE et al., 2000) 
ou 2) detectando-as diretamente pelo aumento da duração da 
eletroforese, de tal forma que o DNA das células controle migre mais do 
que o DNA das células tratadas em que houver formação de ligações 
cruzadas (TICE et al., 1997 apud TICE et al., 2000). 
Por possuir essa ampla capacidade de análise, o Ensaio Cometa é 
comumente adotado em quatro principais áreas: 1) testes de 
genotoxicidade para avaliação de fármacos, cosméticos e outros agentes 
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com potencial carcinogênico, que podem ser realizados in vivo (análise 
da resposta em vários tecidos em experimento animal) ou in vitro em 
linhagens celulares; e 2) biomonitoramento humano para analisar os 
efeitos da exposição ocupacional ou ambiental a agentes considerados 
perigosos. Os efeitos contribuem para a investigação de doenças, 
variação individual da capacidade de reparo do DNA ou resistência 
antioxidante e ainda monitoramento das variações nos níveis de danos 
por intervenções dietéticas (por exemplo, introdução de micronutrientes 
antioxidantes); (3) avaliação ecotoxicológica de poluentes, no ambiente 
ou em laboratório, utilizando diversos organismos (mexilhões, 
minhocas, caracóis, plantas e outros); e (4) na pesquisa básica de 
indução de dano de DNA e reparo (AZQUETA e COLLINS, 2013). 
Novas aplicações ainda incluem a Hibridização In Situ Fluorescente 
(FISH, Fluorescent In Situ Hibridization) para detecção de danos e 
reparos específicos no DNA. O FISH complementa o potencial do 
ensaio por meio de sondas específicas (Figura 3) que marcam as regiões 
de interesse do genoma (genes, regiões cromossômicas ou cromossomos 
inteiros), possibilitando a localização dos danos e dos reparos e sua 
comparação com o DNA contido no cometa para a elucidação do seu 
mecanismo de formação e organização (HOVHANNISYAN, 2010). 
A medição da capacidade de reparo do DNA das células é uma 
importante ferramenta para estudos de epidemiologia molecular, pois o 
reparo do DNA exerce um papel essencial na manutenção da 
estabilidade genética, evitando o processo de carcinogênese. Desta 
forma, os danos causados pela exposição ambiental a genotóxicos ou 
por eventos internos (como radicais livres de oxigênio liberados pelo 
processo respiratório mitocondrial) são balanceados pelo mecanismo de 
reparo. O Ensaio Cometa tem sido modificado com o objetivo de 
mensurar atividade de reparação in vitro e na mensuração de lesões por 
oxidação e alquilação, como forma de monitorar os danos e o reparo do 
DNA. Para se avaliar a capacidade antioxidante das células (resistência 
aos danos induzidos por oxigênio reativo), utiliza-se um agente 
genotóxico específico, como a radiação ionizante ou o peróxido de 
hidrogênio (H2O2), e endonucleases de lesões específicas capazes de 
produzir quebras de fita simples no DNA em sítios danificados ou não 
reparados. Apesar da sua importância, a mensuração do reparo ainda não 
é utilizada como um biomarcador humano nas pesquisas de 
biomonitoramento, em parte pela dificuldade de sua análise. Assim, 
necessita-se de mais estudos acerca dos mecanismos de reparo e de 
influências ambientais que possam alterar seu funcionamento 
(COLLINS e AZQUETA, 2012).  
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Figura 3 - Imagem do cometa com sondas teloméricas e corado com SYBR 
Green. A coloração em verde (SYBR Green) mostra o DNA do núcleo e os 
pontos vermelhos (sondas teloméricas) mostram a marcação das senquências 
repetitivas dos telômeros. 
 
 
Fonte: Hovhannisyan, 2010. 
 
Segundo Azqueta e Collins (2013), existem algumas 
desvantagens no Ensaio Cometa, como: A limitação quantitativa no 
número de nucleóides presentes na lâmina e da quantidade de amostras 
obtidas. Em amostras com grande heterogeneidade nos danos de DNA 
dentro de uma população, a contabilização mínima de 50 cometas pode 
não ser suficiente, necessitando de uma maior quantidade de amostras e 
nucleóides; A viabilidade das células em suspensão; as amostras com 
grande quantidade de células necróticas ou apoptóticas que podem 
atrapalhar a detecção de danos de base e quebras das fitas; A 
desagregação de tecidos pode maximizar os danos do DNA; Não indica 
o tamanho dos fragmentos do DNA; A interpretação dos resultados é 
difícil por não existir uma relação simples entre a quantidade de danos 
gerados por um agente específico e o impacto biológico desses danos. 
Assim, uma mistura com vários fármacos ou uma droga com dois 
mecanismos de dano de DNA pode dificultar a análise dos resultados 
pela interferência cruzada nos efeitos; Alguns organismos podem 
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apresentar um mecanismo de reparo muito rápido, dificultando a 
medição dos danos de DNA; Exposições de longa duração a alguns 
agentes, assim como a variação de temperatura, durante o experimento 
podem atrapalhar a detecção dos danos pela sua reparação. 
 
1.6 Teste do Micronúcleo 
 
Com relação ao Teste do Micronúcleo, o primeiro a realizá-lo foi 
Schimidt em 1975, utilizando células da medula óssea de camundongos 
(FLORES e YAMAGUCHI, 2008) e posteriormente foi adaptado por 
Hoofman e Raat, em 1982 (BENITES et al., 2014). Desde então, o Teste 
do Micronúcleo in vitro e in vivo passou a ser frequentemente utilizado 
nos estágios iniciais do desenvolvimento de novos medicamentos e 
cosméticos como uma importante ferramenta na predição da 
mutagenicidade, geralmenteem conjunto com outros ensaios como o de 
mutagenicidade em linfoma de rato e/ou de cromossomos aberrantes. 
Atualmente, considera-se que o Teste do Micronúcleo possa ser aplicado 
sozinho, ao invés de conjuntamente com os outros dois ensaios 
tradicionais da bateria de ensaios de genotoxicidade in vitro (LORGE et 
al., 2007). Ele é utilizado em várias pesquisas no campo da 
nutrigenômica e farmacogenômica e em estudos de biomonitoramento 
humano e ambiental, por ser um avaliador de eventos mutagênicos e ter 
a capacidade de detectar efeitos de fatores nutricionais, ambientais e 
genéticos que potencializam o risco de carcinogênese (FENECH et al., 
2007).  
Na versão in vitro, o Teste do Micronúcleo normalmente é 
realizado com o bloqueio da citocinese (Teste do CBMN), sendo 
considerado um testeversátil e acurado com capacidade de detectar 
efeitos mutagênicos, citostáticos (parada da proliferação celular) e 
citotóxicos (alterações metabólicas que podem culminar em morte 
celular), preferencialmente em células de mamíferos, mais comumente 
em linfócitos humanos ou linhagens celulares (FENECH, 1997). Os 
danos detectados pelo Teste do CBMN são visualizados em células 
binucleadas (apenas uma divisão nuclear) e incluem:1) perdas 
(aneugênese) e quebras (clastogênese) cromossômicas, expressados 
como micronúcleos (MN); 2) cromossomos dicêntricos,resultantes 
dafusão entre telômerosouda falta de reparação do DNA, e ainda pela 
não disjunção das cromátides irmãs, expressados como pontes 
nucleoplasmáticas (NPBs); e 3) a eliminação das amplificações e/oudo 
sistema de reparo do DNA, expressadosem brotosnucleares (NBUDs). 
Essas alteraçõessão consideradas biomarcadores de eventos mutagênicos 
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ede instabilidade cromossômica. Os efeitos citostáticos de determinada 
droga são mensurados pela proporção do número de núcleos (mono, bi 
ou multinucleado) em cada célula e a citotoxicidade pela relação de 
células apoptóticas e/ou necróticas nas amostras (Figura 4). Os 
micronúcleos (também chamados de Corpúsculos de Howel-Jolly) são 
originados durante a anáfase devido à extrusão de fragmentos 
cromossômicos acêntricos (fragmentos da cromátide) ou de 
cromossomos inteiros dos núcleos-filhos. Os fragmentos são formados 
principalmente pela falta de reparo das quebras de fita dupla, 
normalmente devido à alta carga de danos ou defeitos nas enzimas de 
reparo, enquanto a segregação anômala na anáfase causa a extrusão de 
cromossomos inteiros. Esse evento seria causado pela hipometilação 
(DNA mais descondensado) de regiões repetitivas centroméricas e 
pericentroméricas do DNA ou defeitos no dobramento da proteína do 
cinetócoro, dos fusos mitóticos e dos genes envolvidos no ponto de 
checagem (checkpoints) da anáfase. Esses fragmentos e cromossomos 
deslocados são eventualmente envolvidos por uma membrana nuclear, 
sendo morfologicamente similares ao núcleo, exceto pelo tamanho 
diminuto (FENECH et al., 2011).  
A expressão de MN, NPBs e NBUDs são possíveis somente após 
uma divisão nuclear das células quando o DNA apresenta algum tipo de 
mutação. A confiabilidade desta versão do teste advém da certeza de que 
as células contabilizadas estão sincronizadas na mesma etapa da divisão 
nuclear, evento que é incerto até nas melhores técnicas de sincronismo 
celular (FENECH, 1997). O controle da divisão foi possível ao se 
adicionar a citocalasina B na cultura celular, após a indução do dano e 
antes do término da mitose. A citocalasina B inibe os microfilamentos 
dos fusos mitóticos responsáveis pela citocinese sem interferir na 
divisão nuclear (FENECH e MORLEY, 1985). Deste modo, formam-
secélulas binucleadas que facilitam a distinção entre as células que 
realizaram mais de uma divisão nuclear (multinucleadas) ou nenhuma 
(mononucleadas), sem a necessidade de se utilizar outras técnicas, como 
as marcações centroméricas específicas (FENECH et al., 2007). 
 
Figura 4 – Biomarcadores encontrados em células expostas a 
agentesmutagênicospelo Teste do CBMN. 
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Fonte: Fenech et al., 2007. 
 
Da mesma forma, a introdução de citocalasina B possibilitou o 
acúmulo e a visualização de NPBs quede outra forma não seriam 
observadas, pois costumamquebrar durante a citocinese. Essaponteentre 
os dois núcleos-filhos geralmente ocorre quandoum cromossomo 
dicêntricoou multicêntrico (cromossomo com dois ou mais centrômeros) 
é puxado paraos dois pólos opostos da célulana anáfase. Os 
cromossomos dicêntricos geralmente são formados por rearranjos 
cromossômicos causados pelo encurtamento, perda das proteínas de 
proteção ou defeitos na coesão dos telômeros, ou ainda pela falta de 
reparo do DNA (originando quebras de fita dupla). Assim, quando a 
membrana nuclear se forma novamente envolvendo os núcleos, origina-
sea NPB. As pontes são biomarcadores importantes por demonstrarem 
outros tipos de danos (fusões de telômeros e quebras de fita dupla pela 
falta de reparo do DNA). Além disso, defeitos hereditários ou 
adquiridos no complexo de proteínas responsáveis por separar as 
cromátides-irmãs aumentam a formação de NPBs, pois as cromátides-
irmãs continuam unidas após a anáfase (FENECH et al., 2011). 
Outra anomalia observada com o bloqueio da citocinese é o broto 
nuclear. Estando intimamente relacionados com a instabilidade genética, 
os NBUDs são formados pela eliminação das amplificações do DNA 
(oncogenes e genes de resistência a fármacos),localizadas em áreas 
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específicas na periferia do núcleo, e expressados na fase S da mitose 
(SHIMIZU et al., 1998). Os NBUDs são morfologicamente parecidos 
com os micronúcleos, porém permanecemligados ao núcleo por um 
ramo nucleoplasmático (FENECH et al., 2011). Entretanto, percebeu-se 
que essas amplificações são eliminadas dos cromossomos formando 
posteriormente microDNAs circulares acêntricos e ateloméricos 
chamados de duplos diminutos. Os duplos diminutos são comumente 
encontrados em células cancerígenas e costumam ser incorporados nos 
micronúcleos. Acredita-se que a redução da quantidade de duplos 
diminutos indica a reduçãoda transformação celular e da agressividade 
do câncer, sugerindo um novo alvo para os tratamentos quimioterápicos 
(SHIMIZU et al., 2000). 
Nas últimas duas décadas, os mecanismos moleculares que 
produzem essas anomalias têm sido investigados por meio de sondas 
moleculares e pela engenharia genética. Essas técnicas proporcionaram 
explicações importantes para as anomalias nuclearescomumente 
encontradas em câncerese outras doenças degenerativas (FENECH, 
1997). A aplicação das sondas FISH, por exemplo, possibilita distinguir 
a perda ou ruptura de um cromossomo específico, determinando quais 
cromossomos estão envolvidos e quais fragmentos se encontram nos 
micronúcleos. A utilização do MN-FISH pode explicar a origem dos 
micronúcleos, formados espontaneamente ou induzidos por agentes 
mutagênicos, e a contribuição de todos os cromossomos neste evento 
(HOVHANNISYAN, 2010). Sondas pericentroméricassão utilizadasna 
distinção entre micronúcleos originados por um cromossomo inteiro ou 
por fragmentos cromossômicos. Já as sondas centroméricas 
cromossomo específicas permitema determinação tanto da perda de 
cromossomos inteiros quanto da segregação desigual de cromossomos 
específicos durante a anáfase, mesmo na ausência de micronúcleos 
(Figura 5). Da mesma forma, é possível distinguir os dois mecanismos 
pelos quais se forma a NPB por meio de sondas teloméricas ou sondas 
centroméricas cromossomo específicas (Figura 6) (FENECH et al., 
2011). 
 
Figura 5 – Sondas centroméricas cromossomo específicas e sondas 
pericentroméricas no Teste do Micronúcleo. Elas podem identificar: (A) um 
micronúcleo originado de um fragmento cromossômico acêntrico, (B) um 
micronúcleo originado por um cromossomo inteiro e (C) um evento de não-
disjunção de um cromossomo específico gerando aneuploidia nos núcleos-
filhos. 
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Fonte: Fenech et al., 2011. 
 
Figura 6 - Sondas pericentroméricas e sondas teloméricas para distinção dos 
tipos de biomarcadores do Teste do Micronúcleo. Elas podem distinguir entre 
um micronúcleo originado de um cromossomo inteiro (A) e um micronúcleo 
originado de fragmentos cromossômicos acêntricos (B), além de NPBs 
formadas por cromossomos dicêntricos resultantes da falta de reparo (B) e 
cromossomos dicêntricos resultantes de fusões teloméricas (C). 
 
 
Fonte: Fenech et al., 2011. 
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Atualmente, o Teste do CBMN é tratado como um ensaio 
“citoma”, pois cada célula é contabilizada citologicamente por sua 
viabilidade (necrose e apoptose), seu estado mitótico (mono, bi ou 
multinucleado) e seu estado de dano ou instabilidade cromossômica 
(MN, NPB, NBUD). Portanto,ele permite a medição direta e/ou indireta 
de vários aspectos das disfunções celulares e nucleares, como: afalta de 
reparo do DNA e das quebras cromossômicas, gerando fragmentos 
cromossômicos acêntricos e rearranjos cromossômicos assimétricos 
(NPBs e MNs); fusões teloméricas (NPBs com sinais de sonda 
telomérica); segregação anômala dos cromossomos devido a defeitos no 
fuso,no cinetócoro ou no funcionamento dos checkspoints do ciclo 
celular (MNs contendo cromossomos inteiros ou distribuição 
assimétrica dos centrômeros nos núcleos das células); eliminação 
nuclear das amplificações do DNA e/ou complexos de reparo do DNA 
(NBUDs); fenótipo de instabilidade cromossômica expressando 
simultaneamenteMNs, NPBs e NBUDs; hipometilação do DNA com 
aumento específico de micronúcleos; atividade mitótica e citostática 
(NDI) alterada; e mensuração da morte celular pela relação de células 
necróticas e/ou apoptóticas. Assim, a escolha de não usar a citocalasina 
B no Teste do Micronúcleoé destinada somente aos casos em que se 
investigam especificamente alteraçõesna citocinese (FENECH et al., 
2007). 
A aplicação do Teste do Micronúcleo é variada. O 
biomonitoramento de humanos à exposição de agentes perigosos é 
aplicado principalmente na área ocupacional (desenvolvimento e 
manipulação de medicamentos, produtos químicos industriais, radiação 
ionizante), mas também pode ser aplicado pela exposição acidental 
(poluição do ambiente) ou pelo estilo de vida (tabagismo), sendo uma 
preocupação crescente, pois a ação mutagênica contribui para o aumento 
do índice de câncer e para má formação congênita e pode se manifestar 
após muitos anos. Além disso, as doenças relacionadas ao ambiente de 
trabalho geralmente são pouco registradas prejudicando ações que 
auxiliariam na prevenção do câncer. Assim, fomenta-se a padronização 
de ferramentas metodológicas que possam monitorar esses efeitos 
adversos e a implementação de programas voltados para o 
monitoramento desses tipos de exposições (FLORES e YAMAGUCHI, 
2008). Muitas pesquisas com trabalhadores da área da saúde são 
desenvolvidas pelo alto índice de exposição a fármacos genotóxicos. Os 
antineoplásicos, por exemplo, representam riscos aos enfermeiros e 
médicos, principalmente devido ao contato com os pacientes em 
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tratamento e o manuseamento incorreto, que inclui contato direto com a 
pele, inalação de aerossóis e ingestão de alimentos e medicações com 
resíduos destes medicamentos. A presença de danos no DNA ou 
micronúcleos em células da mucosa bucal ou do sangue periférico 
reflete uma exposição recente a essas fármacos e geralmente são usados 
como medidor desta exposição. Aliado a estas pesquisas são reportados 
altos índices de contaminação ambiental pela excreção desses fármacos 
na urina e nas fezes dos pacientes em tratamento (SABINO et al., 2015). 
A frequência de micronúcleos nas células é considerada um 
parâmetro (ou endpoint) citogenético, além das aberrações 
cromossômicas, por ser uma forte evidência da associação entre as 
extensas mudanças cromossômicas e a transformação celular. A 
acumulação dessas anormalidades gera instabilidade genética, o que é 
reconhecido como um mecanismo carcinogênico (KIRSCH-VOLDERS 
et al., 2011). Para comprovar esta relação, Bonassi e colaboradores 
(2007) coletaram informações de pesquisas ad hoce de exames 
citogenéticos de rotina, entre 1980 e 2002, no banco de dados do projeto 
colaborativo Micronúcleos Humanos (HUMAN) com o objetivo de 
investigar a relação existente entre a frequência de micronúcleos no 
sangue periférico e o risco de desenvolver câncer. Foram utilizados 
exames de 20 laboratórios, totalizando 6.718 indivíduos distribuídos 
entre 10 países. Coletaram-se informações acercada frequência de 
micronúcleos de pessoas saudáveis e, posteriormente,foi relacionada 
com o índice de morte e de morbidade pelo câncer de acordo com os 
índices medianos registrados para seu país de origem. Como resultado, 
os indivíduos inseridos nos grupos classificados comfrequência de 
micronúcleos média e alta no sangue periférico tiveram uma incidência 
de cânceraumentada e um decréscimo na taxa de sobrevivência. Essa 
associação esteve presente em todas as coortes divididas entre os países 
pesquisados e em todos os tipos de câncer, principalmente o câncer 
urogenital e gastrointestinal. Os autores concluíram que a frequência de 
micronúcleos é um biomarcador preditivo para o risco de câncer dentro 
de uma população de indivíduos saudáveis e que o atual uso do teste 
fornece uma ótima oportunidade para a validação e a inserçãodeste no 
planejamento de programas de vigilância e prevenção do câncer. 
Como comentado anteriormente, o Teste do Micronúcleo vem 
sendo utilizado no biomonitoramento ambiental e humano, na medicina 
preventiva e nutricional, assim como é um dos primeiros testes realizado 
na avaliação de novos fármacos para tratamento de doenças ou de 
compostos potencialmente prejudiciais à saúde (PHILLIPS e ARLT, 
2009). A análise integrada dos resultados do Teste do Micronúcleo, do 
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teste de aberrações cromossômicas e do Ensaio Cometa é considerada o 
padrão ouro nos métodos citogenéticos (FLORES e YAMAGUCHI, 
2008). Outros trabalhos usam tanto o Ensaio Cometa quanto o Teste 
doMicronúcleo para estudar efeitos genotóxicos e mutagênicos de 
antineoplásicos. Apostolou e colaboradores (2014) afirmam que o 
tratamento diferencial de cada paciente é essencial para a cura do 
câncer. Desta forma, testes rápidos e sensíveis são necessários na 
identificação do mecanismo de ação dos antineoplásicos. A maioria das 
técnicas para predizer a resposta quimioterápica em cada tipo celular é 
analisada pela expressão de diferentes genes, tornando difícil definir o 
melhor tratamento para cada paciente. Na pesquisa, ao tratarem 
linhagens celulares humanas de câncer de cólon e mama com quatro 
tipos de antineoplásicos (monoterapia de doxorrubicina, cisplatina, 
mecloretamina ou melfalan), obtiveram-se resultados heterogêneos para 
cada tipo celular, demonstrando a capacidade do Ensaio Cometa de 
produzir resultados rápidos e fidedignos, utilizando requisitos mínimos 
para a determinação da resposta quimioterápica de cada tipo de câncer 
(resistência desenvolvida antes ou durante o tratamento). Os autores 
afirmam que esta técnica pode auxiliar a selecionar o melhor tratamento 
para cada tipo de câncer, identificando o mecanismo de ação da droga e 
generalizando para outros fármacos que apresentarem o mesmo 
mecanismo. Os resultados reforçaram a heterogeneidade do câncer, 
demonstrando como a efetividade de uma droga varia de acordo com o 
tipo de linhagem celular ou até dentre as células da mesma linhagem. 
Assim, concluíram que oensaio tem o potencial de prever a resposta do 
paciente ao tratamento evitando terapias indesejadas. 
Tanto o Ensaio Cometa quanto o Teste do Micronúcleo são 
utilizados constantemente na investigação da carcinogênese. Com 
relação ao estudo de leucemias e linfomas, eles são utilizados 
principalmente no teste de novos fármacos para tratamento, assim como 
o aperfeiçoamento dos já existentes. Um estudo realizado por Mehta e 
colaboradores (2014) teve como objetivo melhorar a ação da 
asparaginase II derivada da E. coli (EcA) usada a várias décadas no 
tratamento de pacientes com leucemia ou linfoma. Sabe-se que esse 
antineoplásico tem seu potencial limitado devido à sua imunogenicidade 
(pode provocar severa reação alérgica) e meia vida curta no organismo. 
Por meio da indução de mutações foi possível criar variantes da EcA 
que mataram de forma mais eficiente as células leucêmicas sem atingir 
os linfócitos humanos saudáveis. Alguns testes foram utilizados neste 
estudo, incluindo o Ensaio Cometa em meio alcalinoe o Teste do 
CBMN in vitro. As células leucêmicas tratadas com esses variantes da 
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EcA demonstraram aumento no dano de DNA sem o aumento na 
freqüência de micronúcleos, e um decréscimo na viabilidade das células 
leucêmicas predominantemente por mecanismos citotóxicosindicando 
morte celular por apoptose. 
Já Lee e colaboradores (2014) investigaram o potencial 
antineoplásico do Chan Su, um extrato etanólico da pele e da glândula 
parótida venenosa do sapo Bufo bufo gargarizans Cantor. O Chan Su é 
comumente usado na medicina chinesa e suas propriedades 
antineoplásicas têm sido investigadas, porém não há informações dos 
seus efeitos genotóxicos em células cancerosas. A capacidade 
genotóxica e citotóxica deste extrato foram testadas por meio do Ensaio 
Cometa em meio alcalino e do Teste do CBMN e citometria de fluxo, 
sendo que os resultados mostraram significativa indução de danos no 
DNA nas células leucêmicas e de carcinoma, não ocorrendo danos 
significativos nos linfócitos saudáveis. Houve também significativo 
aumento na formação de micronúcleos num efeito dose-dependente das 
células tratadas com Chan Su quando comparadas com as células não 
tratadas, não apresentando aumento significativo em linfócitos 
saudáveis. Na citometria de fluxo, o Chan Su mostrou induzir a morte 
celular por apoptose nas células cancerígenas, concluindo-se que os 
efeitos genotóxicos e citotóxicos seletivosdo Chan Su demonstram seu 
potencial antineoplásico. 
Outras pesquisas tentam encontrar fármacos com efeitos 
protetorespara as células saudáveis. Aroutiounian e colaboradores 
(2009) estudaram os possíveis efeitos genotóxicos e de proteção do 
novo polipeptídeo rico em prolina (PRP-1) contra os efeitos genotóxicos 
e mutagênicos da mitomicina C (MMC), um conhecido alquilante do 
DNA indutor de ligações cruzadas interfilamentares. O Ensaio Cometa 
alcalino e o Teste do CBMN demonstraram que a PRP-1 induziu danos 
no DNA dose-dependente nas primeiras horas de tratamento. Porém, 
uma prolongada incubação das células leucêmicas com a PRP-1 revelou 
decréscimo dos danos, provavelmente devido ao reparo do DNA. Ela 
não foi capaz de induzir aumento nas frequências dos micronúcleos 
(somente em concentrações mais altas), pois os danos causados pela 
PRP-1 parecem ser transitórios e reparáveis. Assim, os resultados 
demonstraram que a PRP-1 não possui ação genotóxica em 
concentração baixas. A PRP-1 aplicada antes, durante e depois do 
tratamento das células leucêmicas com a MMC revelou proteger o DNA 
dos seus efeitos genotóxicos. O efeito protetor também foi comprovado 
pela baixa formação de micronúcleos nas células tratadas com PRP-1, 
células pré-incubadas com PRP-1 reduziram a formação de 
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micronúcleos, se comparadas com as células tratadas com MMC, que 
mostraram uma frequência de micronúcleos três vezes maior. Assim, 
descobriu-se que a PRP-1 pode prevenir mutações hereditárias e quebras 
cromossômicas nas células em divisão. 
Diante da importância da prevenção do câncer e da padronização 
de testes que possam detectar as alterações celulares iniciais da 
carcinogênese, esta revisão literária teve como objetivo investigar as 
dificuldades da padronização do Ensaio Cometa e do Teste do 
Micronúcleo in vitro, encontradas por esta acadêmica durante seu 
estágio em laboratório, analisando pesquisas atuais que utilizassem tais 
técnicas. O objetivo foi investigar a relevância do uso de linhagens 
celulares de leucemias e linfomas no estudo da carcinogênese 
hematopoiética e identificar convergências e divergências entre as 
metodologias descritas nos artigos que possam dificultar a padronização 
destes testes de genotoxicidade in vitro. 
 
2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 
Analisar e avaliar a aplicabilidade do Ensaio Cometa e do Teste 
do Micronúcleo in vitro em linhagens de cânceres hematológicos. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Analisar a relevância das técnicas Ensaio Cometa e 
Teste do Micronúcleo no estudo da carcinogênese de 
leucemias/linfomas; 
 Identificar e analisar pontos divergentes e convergentes 
na metodologia de publicações relacionadas ao Ensaio Cometa e Teste 
do Micronúcleo in vitro; 
 Discutir possíveis melhorias para a padronização do 
Ensaio Cometa e Teste do Micronúcleo in vitro. 
 
3. METODOLOGIA 
 
A pesquisa bibliográfica tem um papel fundamental para o 
aprimoramento educacional e profissional de qualquer pessoa, mas tem 
especial importância para profissionais e estudantes de diversas áreas do 
conhecimento envolvidos com pesquisas científicas. Este trabalho 
consiste em uma revisão de literatura como forma de investigação 
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científica acerca do tema proposto. 
 
3.1 Tipo de estudo 
 
A pesquisa bibliográfica pode tanto constituir um estudo em si 
quanto uma preparação para outros tipos de estudos (FACHIN, 2006). 
Segundo Gil (2010), uma pesquisa bibliográfica é feita a partir de 
materiais previamente elaborados por outros pesquisadores, em que se 
propõe a análise das idéias acerca de um tema. A vantagem deste tipo de 
pesquisa está na possibilidade de se obter uma grande variedade de 
informações sobre o tema proposto em espaços e tempos diversos. Para 
Fachin (2006) a pesquisa bibliográfica pode ser definida também por um 
conjunto de conhecimentos reunidos em obras diversas e sua função é 
possibilitar que o pesquisador se intere dos principais achados na área 
pesquisada. Ela é considerada a base para as demais pesquisas 
científicas. Este tipo de pesquisa é desenvolvido principalmente por 
meio de fontes bibliográficas como livros didáticos e de informações 
científicas, enciclopédias, publicações de periódicos científicos 
internacionais e nacionais (artigos de revistas e jornais), teses e 
dissertações, podendo ser consultadas em sites de divulgação (GIL, 
2010). Essas fontes podem se encaixar em duas categorias: fontes 
primárias e fontes secundárias. As fontes primárias constituem a 
bibliografia básica para a pesquisa, faz todo o embasamento teórico 
sobre o assunto. E as secundárias compreendem as fontes 
complementares acerca do assuntoapoiando o tema principal (FACHIN, 
2006). 
Desta forma, a presente revisão bibliográfica propõe-se a 
confrontar diversas fontes científicas que tenham enfoque na técnica de 
identificação de dano de DNA (Ensaio Cometa) e de mutagenicidade 
(Teste do Micronúcleo) em linhagens de células leucêmicas humanas in 
vitro, com a finalidade de se averiguar a relevância, as disparidades e as 
convergências entre as metodologias utilizadas, destacando-se as 
dificuldades em se padronizar estas técnicas in vitro. Para a organização 
do material, foram realizadas as etapas e procedimentos do Trabalho de 
Conclusão de Curso, no qual se buscou a identificação preliminar da 
bibliografia, identificação da bibliografia definitiva, análise e 
interpretação da bibliografia, resumo, revisão e relatório final (GIL, 
2010). 
 
3.2 Pesquisa de livros 
 
54 
 
 
Os livros utilizados para a pesquisa foram encontrados na 
Biblioteca Universitária Central da Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC). Procurou-se por livros na área de Patologia, Genética 
e Citologia que abordassem a questão da formação do câncer, 
principalmente das neoplasias malignas hematopoiéticas. Eles foram 
escolhidos pela quantidade de tópicos relacionados ao tema câncer, 
leucemias e linfomas, bem como genotoxicidade, mutagenicidade, 
técnicas de detecção destes parâmetros e ano de publicação atual. Os 
livros selecionados foram utilizados principalmente na elaboração da 
fundamentação teórica deste trabalho. Na Biblioteca Universitária estão 
disponíveis 111 livros sobre Patologia dos quais quatro foram utilizados 
(KUMAR et al., 2013; CAMARGO e OLIVEIRA, 2013; BOGLIOLO e 
BRASILEIRO FILHO, 2011; FRANCO, 2010), 142 livros sobre 
Genética dos quais três foram utilizados (MALUF e RIEGEL, 2011; 
ALBERTS et al., 2010; WEINBERG, 2008); Um livro sobre 
Mutagêneseque foi utilizado (RIBEIRO et al., 2003); e dos 21 livros 
sobre Toxicologia somente um foi utilizado (KLAASSEN, 2012). 
Foram utilizados ainda dois livros sobre metodologia da pesquisa (GIL, 
2010 e FACHIN, 2006) para fundamentação da metodologia deste 
trabalho. 
 
3.3 Pesquisa de artigos 
 
Os portais e banco de dados utilizados foram PubMed, Scielo, 
Google Acadêmico, LILACS e Medline. Na busca por artigos para a 
fundamentação teórica utilizaram-se as palavras-chave: “câncer 
epidemiologia”, “carcinogênese”, “leucemia linfoma epidemiologia”, 
“leucemia quimioterápicos antineoplásicos”, “linfoma quimioterápicos 
antineoplásicos”, “dano de DNA”, “ensaio cometa”, “teste de 
micronúcleos”, “ensaio cometa in vitro”, “teste de micronúcleos in 
vitro” e “genotoxicidade mutagenicidade”. Todos esses descritores 
também foram pesquisados em inglês. Já a pesquisa dos objetivos 
propostos foi realizada principalmente no portal PubMed, selecionando-
se apenas artigos que utilizassem o Teste do Micronúcleo e/ou o Ensaio 
Cometa in vitro com linhagens celulares de leucemia e/ou de linfoma, 
por meio dasseguintes palavras-chave: “leukemia cell line comet 
micronucleus”,“lymphoma cell line comet micronucleus”, leukemia cell 
line comet”, “lymphoma cell line comet”, “leukemia cell line 
micronucleus” e “lymphoma cell line micronucleus”.Neste caso, a 
procura foi ajustada para exibir artigos com datas de publicação entre 
2005 e 2015. A quantidade de artigos selecionados de acordo com os 
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descritores foram: 1) “leukemia cell line comet micronucleus” com 11 
artigos gerados, sendo 10 selecionados; 2) “lymphoma cell line comet 
micronucleus” com 17 artigos gerados e todos selecionados;3) 
“leukemia cell line comet” com 118 artigos gerados e 11 artigos 
selecionados; 4)“lymphoma cell line comet” com 56 artigos gerados e 8 
artigos selecionados; 5) “leukemia cell line micronucleus” com 37 
artigos gerados e8 artigosselecionado; e 6) “lymphoma cell line 
micronucleus” com 59 artigos gerados e seis artigos selecionados, 
resultando em um total de 60 artigos selecionados. Entretanto, somente 
38 artigos foram utilizados para elaboração dos resultados de acordo 
com os pré-requisitos já mencionados. Os artigos foram comparados de 
acordo com o tipo linhagem celular e a técnica utilizada, o Ensaio 
Cometa e o Teste do Micronúcleo (sem o bloqueio da citocinese) ou o 
Teste do CBMN in vitro. 
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Relevância do Ensaio Cometa e do Teste do Micronúcleo na 
carcinogênese de leucemias e linfomas 
 
Dos 38 artigos que foram coletados para esta revisão, 20 
utilizaramsomente o Ensaio Cometa in vitro, 6 utilizaram somente o 
Teste do Micronúcleo sem o bloqueio da citocinese ou com o bloqueio 
da citocinese (Teste do CBMN) in vitro e 12 utilizaram o Ensaio 
Cometa in vitro em conjunto com o Teste do CBMN in vitro. Dentre os 
diferentes artigos, percebeu-se que as linhagenscelulares de leucemias e 
linfomassão empregadastanto no Ensaio Cometa como no Teste do 
Micronúcleo/CBMN, principalmente, como parte dos testes 
toxicológicos para identificação de substâncias potencialmente tóxicas e 
no desenvolvimento de novos fármacos. Nestes estudos, investigaram-
setanto o efeito genotóxico e/ou mutagênico dessas 
fármacos/substâncias como o seu mecanismo de ação, aplicando-se 
outros tipos de testes conjuntamente (Teste Ames, Tripan Blue, Ensaio 
de mutagenicidade de linfoma de rato, entre outros). Quinze dos 
38artigos coletados utilizarama mesma linhagem celular L5178Y de 
linfoma de rato (BRINK et al., 2007; STRUWE et al., 2007; 
ANDERSSON et al., 2007; KELLERT et al., 2008; OAKES et al., 
2009; KIRCHNER e ZELLER, 2010; FELLOWS e O’DONOVAN, 
2010; LORGE, 2010; STRUWE et al., 2011; GETER et al., 2012; 
NJOYA et al., 2014; MOCHE et al., 2014; DOHERTY et al., 2014; 
ILIN et al., 2015; MAISANABA et al., 2015). Alguns pesquisadores a 
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escolhem porseu crescimento populacional fácil (possibilitando a 
obtenção de uma grande quantidade de DNA), pela recomendação em 
teste genotóxicos de rotina (BRINK et al., 2007) e pela possibilidade 
decomparaçãodos resultadosdo Teste de Micronúcleos/CBMN com 
outros testes que geralmente utilizam essa linhagem, como o ensaio de 
mutagenicidade de linfoma de rato eo teste de aberrações 
cromossômicas (LORGE et al., 2007). Entretanto, segundo a AFSSAPS 
(French Agency of Human Health Products), existem algumas 
controvérsias quanto à transposição dos resultados obtidos nas 
linhagensde roedorespara o sistema humano, recomendando-se a 
utilização de linhagens celulares humanas (MOCHE et al., 2014).  
Assim, os demais artigoscoletadosutilizaram linhagenshumanas, 
como: células de leucemia promielocítica HL- 60 (KIM et al., 2006; 
KIM et al., 2008; FABIANI et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2012; 
FAHEINA-MARTINS et al., 2012), células de leucemia mieloide 
(eritrocítica) crônica K562 (LI et al., 2012; SZWED e JOZWIAK, 2014; 
ESTRELLA-PARRA et al., 2014; COLIS et al., 2015; ALAM-
ESCAMILLA et al., 2015), linfócitos T de leucemia/linfoma aguda de 
adulto Jurkat T (YEDJOU et al., 2008; LEE et al., 2014; FANG et al., 
2014), células de leucemia mieloide crônica KCL-22 
(AROUTIOUNIAN et al., 2010), células de leucemia mieloide 
(monocítica) aguda MV4:11 (MEHTA et al., 2014), células de leucemia 
mieloide (eritrocítica) aguda KG-1A (DASH et al., 2014; 
BIRTWISTLEet al., 2009), linfócitos T de leucemia linfoide aguda 
CCRF-CEM (WYSOKINSKI et al., 2012; SZWED e JOZWIAK, 
2014), células de leucemia linfoide aguda MOLT-4 (FAHEINA-
MARTINS et al., 2012), células B de linfoma não Hodgkin DHL-4 e 
SUD-4 (JÜLIGER et al., 2007), células de leucemia/linfoma mieloide 
(monocítico) U937 (RÁC et al., 2015), células de leucemia mieloide 
aguda OCI-AML3 (CHAKRABARTI et al., 2012), células de leucemia 
linfoide aguda BV173 (POPLAWSKI e BLASIAK, 2010), células de 
leucemia transformadas pelo HTLV-I MT-2, MT-4, C8166 e células de 
leucemia imortalizadas pelo HTLV-I ou pelo gene tax 1185, LAF, 
WT4,WT4B e WT4I (BAYDOUN et al., 2012). Alguns desses estudos 
também incluíramos efeitos em linfócitos humanos saudáveis como 
controle negativo para a análise do potencial seletivo da droga em 
células cancerígenas (LEE et al., 2014; MEHTA et al., 2014; 
CAVALCANTI et al., 2012; FAHEINA-MARTINS et al., 2012; 
WYSOKINSKI et al., 2012, entre outros).  
Em relação à escolha das linhagens celulares, Ribeiro e 
colaboradores (2003) ressaltam que as linhagens celulares malignas 
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apresentam várias alterações genéticas, podendo induzir a uma taxa de 
mutação espontânea acima do que é encontrada em células normais de 
mamíferos. As células de linhagens mutantes para p53, por exemplo, 
apresentam deficiência no reparo do DNA, resultando em instabilidade 
cromossômica e aumento da suscetibilidade a mutações, como é o caso 
da linhagem de células L5178Y,devendo-se levar este fato em 
consideração nos objetivos relacionados à pesquisa. 
Nesta revisão bibliográfica, a importância das linhagens de 
leucemias e linfomas ficou evidenciada nos 38 artigos coletados pelos 
variados tipos de estudos desenvolvidos com Ensaio Cometa e o Teste 
do Micronúcleo/CBMN in vitro. Onze desses artigosinvestigaramnovas 
fármacos ouo aprimoramento de antineoplásicos/fármacosjá utilizados 
(YEDJOU et al.,2008; AROUTIOUNIAN et al., 2010; FAHEINA-
MARTINS et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2012; WYSOKINSKI et 
al., 2012; LEE et al., 2014; MEHTA et al., 2014; SZWED e JOZWIAK, 
2014; NJOYA et al., 2014; ALAM-ESCAMILLA et al., 2015; ILIN et 
al., 2015), 9 investigaram substâncias potencialmente 
genotóxicas/mutagênicas (STRUWE et al., 2007; ANDERSSON et al., 
2007; KELLERT et al., 2008; OAKES et al., 2009; STRUWE et al., 
2011; FABIANI et al., 2012; MOCHE et al., 2014; MAISANABA et 
al., 2015; RÁC et al., 2015), 10 estudaram os mecanismos de ação de 
fármacos/substâncias (KIM et al., 2006; JÜLIGER et al., 2007; BRINK 
et al., 2007; KIM et al., 2008; LI et al., 2012; GETER et al., 2012; 
DASH et al., 2014; FANG et al., 2014; ESTRELLA-PARRA et al., 
2014; COLIS et al., 2015), quatro artigos demonstraram mecanismos 
envolvidos na transformação maligna das células (BIRTWISTLE et al., 
2009; POPLAWSKI et al., 2012; BAYDOUN et al., 2012; 
CHAKRABARTI et al., 2012) e quatro artigos investigaram a 
padronização do Teste do Micronúcleo in vitro sem o bloqueio da 
citocinese (KIRCHNER e ZELLER, 2010; FELLOWS e 
O’DONOVAN, 2010; LORGE, 2010; DOHERTY et al., 2014). 
As aplicações dessas duas metodologias in vitro e os tipos 
deagentes genotóxicos e/ou mutagênicos investigados por estes estudos 
se mostrou bastante diversa. Yedjou e colaboradores (2008),por 
exemplo, demonstraram opotenteefeito genotóxicoe citotóxicodo 
trióxido arsênico (As2O3) em células Jurkat T, utilizandoo Ensaio 
Cometa in vitro e o ensaio azul de Trypan, demonstrando-se que inibe a 
proliferação celularinduzindo a morte celular euma significativa 
fragmentação do DNA. O estudo auxilia na compreensão dos efeitos do 
As2O3 em tratamentos anticancerígenos, principalmente, para a leucemia 
promielocítica aguda. Já Kim e colaboradores (2006) demonstraram os 
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mecanismos de ação que o composto fenólico Tiron (ácido 4,5-
dihidroxi-1,3-benzeno-sulfônico) utiliza para induzir a diferenciação e a 
morte celular por apoptoseem células HL-60, indicando capacidade 
terapêutica para leucemias por meio da ação quelante do ferro 
intracelular. Demonstrou-se que este composto induz a fragmentação do 
DNA detectando tal ação por meio do Ensaio Cometa e do Teste do 
CBMN in vitro, o estado mimético de hipóxia pela acumulaçãodo fator 
indutor da hipóxia- alfa (HIF-1α), diferenciação celular, apoptose 
econsequente inibição do crescimentodas células HL-60. O mesmo tipo 
de estudo foi realizado por Cavalcanti e colaboradores (2012) Lee e 
colaboradores (2014), Aroutiounian e colaboradores (2010), Li e 
colaboradores (2012), demonstrando o potencial protetor ou 
antineoplásico de novos fármacos. 
Outros estudos objetivaram aprimorar os efeitos de 
antineoplásicos já utilizados como Mehta e colaboradores (2013), que 
visaram melhorar os efeitos da asparaginase, muito empregada em 
tratamentos de leucemias e linfomas infantis, diminuindo seus efeitos 
imunogênicos e aumento sua citotoxicidade. Por outro lado, Jüliger e 
colaboradores (2007) pesquisaram o mecanismo de ação pelo qual o 
selênio auxilia os tratamentos quimioterápicos em linhagens de células 
B de linfomas, demonstrando o seu efeito na regulaçãoda atividade de 
mediadores da resposta ao estresse, suprimindo o fator nuclear-κB (NF-
κB), importante em muitos cânceres por conferir resistência a fármacos, 
sensibilizando as células cancerígenas aos agentes citotóxicos e 
aumentando a percentagem de morte celular por apoptose, sendo seus 
componentes reativos ótimos candidatos para terapias anticâncer de 
células resistentes. Através da variedade das publicações encontradas 
nesta área, evidencia-se a importância do Ensaio Cometa e do Teste do 
CBMN in vitro na pesquisa e no desenvolvimento de novos 
medicamentos, principalmente de novos antineoplásicos quando se 
utilizam linhagens celulares malignas. 
O biomonitoramento ambiental é outra área de pesquisa em que o 
uso destes ensaios é relevante. A investigação toxicológica é 
especialmente importante quando tais substâncias são descartadas no 
ambiente, utilizadas em certas áreas ocupacionais ou no setor 
alimentício. Um artigo demonstrouos efeitos do furano (conhecido por 
seu potencial carcinogênico eencontrado em vários alimentos) e do seu 
metabólito cis-2-buteno-1,4-dial (BDA). O BDA demonstrou ser 
altamente citotóxico e genotóxico, enquanto o furano não demonstrou 
qualquer efeito, sugerindo uma possível ação não genotóxica como parte 
do mecanismo de ação carcinogênico desta substância (KELLERT et 
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al., 2008). Outra pesquisa seguiu a mesma linha de investigação, 
analisando o potencial genotóxico do picolinato de cromo (CrPic), um 
suplemento nutricional sintético primário muito utilizado em casos de 
perda ou construção muscular, e concluíram que somente em altas 
concentrações e em condições não fisiológicas o CrPic pode danificar o 
DNA, podendo ser considerado não genotóxico ou mutagênico 
(ANDERSSON et al., 2006). Já Oakes e colaboradores (2009) 
resolveram investigar possíveis efeitos genotóxicos e mutagênicos do 
SR-51, uma mistura química de quatro solventes utilizada antigamente 
nos tanques de combustível dos caças-bombardeiros F-111, a partir de 
denúncias da Força Aérea Australiana sobre casos de adoecimento das 
pessoas (doenças crônicas, inclusive por câncer) que trabalhavam na 
manutenção destes tanques entre 1977 e 1990. No estudo foram 
realizados vários testes toxicológicos (incluindo Ensaio Cometa e Teste 
doCBMN in vitro), porém nenhum deles detectouqualquer efeito 
mutagênico ou genotóxico, permitindoaos autores concluir que não 
háevidências que comprovem o potencial mutagênico do SR-51. 
Outros doisartigosimportantes coletados para este trabalho 
(STRUWE et al., 2007; STRUWE et al., 2011) investigaram os efeitos 
genotóxicos e mutagênicos de algumas substâncias, porém, com 
algumas modificações nas duas metodologias para testar a 
fotogenotoxicidade (toxicidade ativada pela absorção da energia solar). 
Os autores afirmam que este tipo de triagem é obrigatório para prevenir 
efeitos adversos após a exposição solar, sendo considerado um 
parâmetro importante para o desenvolvimento de novos cosméticos e 
fármacos. Em 2007, os autores padronizaram primeiramente o Ensaio 
Cometa em meio alcalino in vitro utilizando a linhagem celular L5178Y 
e medicamentos conhecidamente fotogenotóxicos (8-metoxipsoraleno 
ou 8-MOP, acridina, clorpromazina, entre outras) e não fotogenotóxicos 
(promazina, clorhexadina, dióxido de titânio, octilmetoxicinamato). Os 
resultados demonstrarama capacidade e a precisão deste ensaio na 
detectação de efeitos fotogenotóxicos e fotomutagênicos dos químicos 
conhecidamente fotoreativos e nenhum efeito para os compostos não 
fotoreativos após a irradiação das células tratadas com os fármacos pela 
de luz visível (280 a 800 nm). A partir desta padronização, Struwe e 
colaboradores (2011) testaram a fotogenotoxicidade e 
fotomutagenicidade (incluindo agora o Teste do CBMN in vitro) do 
composto azuleno (hidrocarboneto aromático policíclico) utilizado em 
alguns cosméticos, concluindo-se que apesar do fraco efeito 
fotocitotóxico do azuleno, ele não foi significativo para que sua 
degradação pela luz solar fosse considerada tóxica, corroborando com 
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outras pesquisas que afirmam sua ação antiinflamatória e antioxidante. 
Os artigos também apresentarampesquisas mais complexas 
utilizando o Ensaio Cometa e o Teste do Micronúcleo ou CBMN in 
vitro com outros tipos de ensaios para demonstrar os mecanismos de 
ação defármacos/substâncias em células de leucemias e linfomas. 
Alguns autores investigaram o papel do decréscimo da glutationa (ação 
antioxidante) intracelular nos danos das estruturas celulares após a 
exposição ao xenobiótico dimetil maleato (DEM). Os resultados 
mostraram que apesar deste xenobiótico se conjugar com a glutationa, 
diminuindo sua concentração intracelular e exercendo efeitos 
genotóxicos e mutagênicos nas células de linfoma de rato, não houve 
evidências de estresse oxidativo, sugerindo-se mais pesquisasacerca dos 
mecanismos envolvidos neste processo de conjugação para melhor 
entendimento do processo carcinogênico induzido pelos xenobióticos 
em geral (GETER et al., 2012). Outros autoresprocuraram investigar as 
propriedades anticancerígenas de uma nova droga chamada rotenona 
(isoflavonóide isolado da erva Pachyrhizus erosus) com efeitos 
citotóxicos e genotóxicos reconhecidos em várias linhagens celulares 
malignas, demonstrando que seu mecanismo de ação envolve morte 
celular por apoptose via caspases (ESTRELLA-PARRA et al., 2014), 
enquanto o estudo desenvolvido por Jüliger e colaboradores (2007) 
investigou a interação de quimioterápicos comumente usados em 
conjunto com espécies voláteis de selênio, testando-os quanto seus 
efeitos genotóxicos e citotóxicos e demonstrando que essas espécies 
voláteis exercem um efeito sinérgico, aumentando a citotoxicidade dos 
quimioterápicos pela sensibilização das células de linfoma aos mesmos, 
sendoconsideradas ótimas candidatas para outros estudos acerca de 
novas terapias anticancerígenas. Novamente, a importância do Ensaio 
Cometa e do Teste do CBMN in vitro se mostra evidente tanto para o 
entendimento da carcinogênese quanto na procura de novos alvos para 
tratamento e químicos com capacidade anticancerígena. 
Apesar de várias pesquisas aplicarem o Ensaio Cometa e do Teste 
do CBMN in vitro na investigação do potencial genotóxico/mutagênico 
de novos fármacos, poucos delesinvestigaram os mecanismos 
envolvidos no desenvolvimento de leucemias (somente quatro), sendo 
que nenhum deles foi relacionado aos mecanismos envolvidos no 
desenvolvimento dos linfomas. Desses quatro artigos, Baydoun e 
colaboradores (2012) pesquisaram quais mecanismos que o HTLV-I 
utiliza para transformar células normais em malignas. Os resultados 
demonstraramaltos índices basais de quebras de fita dupla nas células 
malignas (na ausência de qualquer tratamento externo) por meio do 
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Ensaio Cometa, possibilitando a instabilidade genômica pela 
expressãodo gene tax (potente inibidor do reparo do DNA por HR) ea 
consequente acumulação de mutaçõespelo reparo por NHJE. Concluiu-
se que esse mecanismo de reparo pode estar envolvido na transformação 
das células infectadas pelo HTLV-I e que a expressão ou não do gene 
tax poderia explicar a baixa incidência das doenças associados à 
infecção, incluído a leucemia. Já Birtwistle e colaboradores (2008) 
demonstraram a relação entre a proteína aldo-ceto redutase e a indução 
de leucemias mieloides por sua atividade catalisadorana metabolização 
da prostaglandina D2, estando envolvidano processo de diferenciação 
das células mieloides. Com o Ensaio Cometa in vitro foi possível 
detectar quebras de fita simples e danos oxidativos (quebras de fita 
dupla) no DNA das células leucêmicastratadas com 7,12-DBA-3,4-diol 
(um hidrocarboneto aromático policíclico) na presença ou ausência da 
aldo-ceto redutase. Quando o gene codificador da aldo-ceto redutase foi 
silenciado, não foi detectado aumento dos danos após o tratamento e sim 
uma significativa redução dos danos oxidativos e a diferenciação 
espontânea das células leucêmicas para eritrócitos normais. Desta forma, 
os autores puderam identificar a aldo-ceto redutase como uma 
mediadora da formação da leucemia, reguladora da diferenciação de 
eritrócitos e um alvo em potencial para novos tratamentos de LMC. 
Numa outra investigação, os autores relacionaram a indução da 
diferenciação das células de LMA coma diminuição da quantidade de 
ATP intracelular e a subsequente sinalização dos danos ao DNA pela 
ativação da via de sinalização ATR/Chk1-dependente e do sítio p53-
dependente, conhecidos por iniciaro reparo do DNA. Os resultados 
mostraram que quantomenor a percentagem de ATP maior era a 
percentagem da diferenciação de células leucêmicaspara eritrócitos, e 
que o depletor de ATP utilizado (6BT) causou danos ao DNA, 
emboranão tenha mostrado efeitos citotóxicos significativos.Assim, o 
6BT mostrou capacidade para ativar as vias de sinalização de danos de 
DNA, que controlam os pontos de checagem do ciclo celular, porém 
sem depender da p53, sugerindo-se sua utilizaçãoem leucemias e 
linfomas cujascélulas não expressem essa proteína. Desta forma, 
demonstrou-se que a diminuição do ATP celular é um fator chave para 
diferenciação das células leucêmicasem eritrócitose que esta 
diferenciação é mediada pela indução da sinalização de danos ao DNA. 
Os autores sugerem queterapias anticancerígenas tendo como alvo a 
depleção do ATP sejam estudadas nos casos de LMA, pela capacidade 
de induzir a diferenciação celular com baixa citotoxicidade e, 
consequentemente, poucos efeitos adversos comuns aos tratamentos 
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quimioterápicos (CHAKRABARTI et al., 2012). O quartoartigo 
encontrado pesquisou quais eram os efeitos da expressão da proteína de 
fusão BCL/ABL tirosina quinase na reparação das quebras de fita dupla 
do DNA em células leucêmicas humanas. Nos resultados, notou-se que 
a viabilidade das células leucêmicas com BCR/ABL ativadiminui 
significativamente após tratamento com quimioterápicos (etoposídeo e 
sobuzoxano), mesmo que o Ensaio Cometa em meio neutro in vitro não 
tenha detectado qualquer alteração na quantidade de quebras de fita 
dupla com ou sem BCR/ABL ativada, sugerindo quea ação da 
BCR/ABL não influencia na indução das quebras. Entretanto, o reparo 
do DNA se mostroumais rápido quando a BCR/ABL não está ativa, pois 
as células leucêmicas conseguiram remover os danoscausados em 
apenas 2 horas, enquanto que as células com a BCR/ABL ativa 
demoraram 6 horas para completar o reparo.Por essa diferença na 
eficácia do reparo com BCR/ABL ativada ou inativada, investigou-se 
também o tipo de reparo realizado pelas células leucêmicas com a 
BCR/ABL ativa. Demonstrou-se que a BCR/ABL estimula o reparo por 
NHEJ(menos eficiente que a HR), verificando-se que a via de NHEJ 
utilizada é a independente de DNA-PKCS (NHEJ-B), mais lenta e mais 
suscetível a erros.Segundo os autores, este fatoexplica a origem das 
aberrações cromossômicas e da instabilidade genômica nas células que 
expressam BCR/ABL, pois o reparo NHEJ-B favorece a acumulação de 
mutações, estimulando a progressão da leucemia, sugerindo-se a via 
NHEJ como possível alvo de novas estratégias terapêuticas para o 
tratamento de LMC (POPLAWSKI e BLASIAK, 2010). 
Com relação ao Teste do Micronúcleo in vitro, a maioria dos 
artigos coletados utilizou-o com o bloqueio da citocinese (Teste do 
CBMN), excetoquatroartigosque visaram a padronização do Teste do 
Micronúcleo in vitro sem a adição da citocalasina B em apoio ao 
Protocolo 487 para testes de substâncias químicas publicado pela OECD 
em 2007.Todas as quatro publicações concluíram que o Teste do 
Micronúcleo in vitro sem o bloqueio da citocinese pode detectar 
genotoxicidade em células mononucleadas quando utilizado os 
parâmetrosde aumento relativo na contagem das c o tipo linhagem 
celular élulas (RICC) e duplicação relativa da população (RPD) 
seselecionadoas doses mais altas capazes de induzir citotoxicidade de 
aproximadamente 50% (KIRCHNER e ZELLER, 2010; FELLOWS e 
O’DONOVAN, 2010; LORGE, 2010; DOHERTY et al., 2014), 
evitando-se as doses que passem deste teto, poisocorre a indução de 
micronúcleos secundários pela alta citotoxicidade.De acordo com o 
OECD (2007), um dos passos mais importantes neste teste é garantir 
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que as células contabilizadas completaram a mitose durante ou depois 
do tratamento. A citocalasina B garante esta diferenciação pela 
formação de células binucleadas, limitando a contagem dos 
micronúcleos às células que já passaram pela mitose. Na ausência de um 
bloqueador da citocinese é importante demonstrar que a divisão ocorreu 
tanto no controle quanto nas células tratadas, sendo importante avaliar 
também a extensão da citotoxicidade e da citostase induzida pelas 
substâncias testadas nas células com micronúcleos, evitando resultados 
falso-positivos. Assim, o cálculo da citotoxicidade e da citostase deve 
ser feito pelos parâmetros RICC e RPD, com preferência pelo RICC por 
se mostrar mais preciso. É recomendado que somente linhagens 
celulares estáveis sejam analisadas pelo Teste do Micronúcleo sem 
citocalasina B, pois a mitose dessas células ocorre entre 3-6 horas, 
enquanto que a divisão dos linfócitos varia de acordo com os doadores. 
Desta forma, o levantamento dos 38 artigos publicados entre 
2005 e 2015 mostrou que o Ensaio Cometa e o Teste do CBMN in vitro 
são bastante utilizados atualmente como parte dos testes toxicológicos 
comumente empregados no desenvolvimento de novos fármacos e na 
investigação de substâncias químicas em que as linhagens celulares de 
variados tipos de leucemias e linfomas são constantemente empregadas. 
Este fato se torna importante, pois esses estudos auxiliam na 
prevençãoda carcinogênese induzida por novos fármacos e substâncias, 
além de se estudar os mecanismos pelos quais eles agem nas células 
malignas, descobrindo-se novos alvos para tratamentos quimioterápicos, 
melhorando o entendimento deste do processo carcinogênico e na 
manifestação da leucemia. 
Apesar de o Ensaio Cometa ser empregado mais comumente nos 
testes toxicológicos para genotoxicidade nesses artigos, ele ainda está 
em fase de aceitação pelos órgãos reguladores para sua utilização como 
parte dessa bateria de testes (AZQUETA e COLLINS, 2013), enquanto 
o Teste do Micronúcleo é validado por vários órgãos reguladores 
compondo a bateria primária dos testes de genotoxicidade realizados em 
novos fármacos. Assim, pode-se perceber que as duas metodologias são 
utilizadas em conjunto em vários estudos, pois juntas possibilitam um 
estudo mais completo, economizando animais, custos e tempo, enquanto 
aumentam a capacidade de detecção de um amplo espectro de alterações 
primárias no DNA (PHFULER et al., 2007), sendo a utilização dessas 
duas metodologias in vitro considerada o padrão ouro dos testes 
citogenéticos (FLORES e YAMAGUCHI, 2008). 
 
4.2 Pontos divergentes e convergentes nas metodologias do 
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Ensaio Cometa e Teste do Micronúcleo in vitro com linhagens de 
leucemias e linfomas 
 
Os testes para detecção de mutação gênica, dano cromossômico 
ou lesão no DNA têm sido cada vez mais empregados, pois indicam 
marcadores biológicos relacionados com a ativação de protooncogenes 
ou com a perda de genes supressores de tumor. Assim, estes testes são 
utilizados na investigação toxicológica de uma nova droga ou substância 
e, para tanto, deve-se escolher o teste mais apropriado e o modelo do 
protocolo a ser usado. Esses protocolos são frequentemente discutidos 
por vários órgãos reguladores internacionais para obtenção de resultados 
confiáveis, reprodutíveis e viáveis. Nos últimos anos, a ICH e a OECD 
tem juntado esforços para padronizar protocolos de vários testes de 
genotoxicidade e mutagenicidade, incluindo o Ensaio Cometa e o Teste 
do Micronúcleo (RIBEIRO et al., 2003). 
Apesar desses esforços, foi possível notar diferenças nos 38 
artigos ao comparar os protocolos empregados para a mesma linhagem 
celular no uso do Ensaio Cometa edo Teste do Micronúcleo/CBMN in 
vitro. Os artigos que utilizaram a linhagem celular Jurkat T (YEDJOU et 
al., 2008; LEE et al., 2014; FANG et al., 2014) com oEnsaio Cometa 
em meio alcalino (pH 13) não investigaram a mesma substância e 
mostraramdiferenças no tempo de tratamento das células com 24 horas 
(YEDJOU et al., 2008 e FANG et al., 2014) e 4 horas (LEE et al., 
2014),nas concentrações das fármacos e na densidade celular por poço 
(1x104/ml; 2x106/ml; 1x106/ml, respectivamente). Yedjou e 
colaboradores (2008) não forneceram as fórmulas das soluções 
utilizadas no Ensaio Cometa, dificultando sua comparação com os 
outros dois artigos. Porém, notou-se diferenças nos tempos e reagentes 
citados por elescomo o tempo em solução de lise (40 minutos), lavagem 
das lâminas por dez minutos com uma solução de Tris, borato e EDTA, 
tempo de descanso das lâminas em solução alcalina (40 minutos) em 
temperatura ambiente, a medida utilizada na eletroforese (25V a 300mA 
por 20 minutos), afixação em etanol 70% e coloração de prata e SYBR 
Green. Yedjou citou a ausência de luz no processo de solidificação da 
agarose low melting e na eletroforese. Comparando os outros dois 
artigos,enquanto Fang e colaboradores (2014) utilizaram a agarose low 
meltinga 0,65%, a solução de lise com N-laurilsarcosil por 1 hora, 
descanso das lâminas por 30 minutos em solução de alcalina, 
eletroforese de 18V por 30 minutos, lavagem com PBS por 5 minutos, 
fixação com metanol absoluto e coloração com brometo de etídio, Lee e 
colaboradores (2014) utilizaram a concentração de 0,5% para agarose 
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low melting, solução de lise sem N-laurilsarcosil por 1 hora, 20 minutos 
de descanso na solução de eletroforese, eletroforese por 25 minutos a 
0,78V/cm e 300mA, solução neutralização 0,4M Tris e HCl com pH7,5, 
fixação das lâminas com etanol absoluto, não sendo mencionada o tipo 
de coloração.Variações em etapas importantes dos protocolos podem ser 
notadas para esta linhagem celular, apesar das semelhanças em alguns 
itens(não sendo possível uma análise completado terceiro) (Apêndice 
A). 
Quanto às variações nas densidades celulares encontradas nos 
artigos, Azqueta e Collins (2013) afirmam que a densidade ideal de 
nucleóides no gel é fundamentalpara evitar que poucos ou muitos 
nucleóides fiquem nos géis, o quepoderia causar sobreposição nas 
caudas dos cometas dificultando a individualização dos nucleóides. 
Recomenda-se que a densidade seja de aproximadamente 104/ml, 
lembrando quea quantidade de células em cultura ou no poçoda placa 
será maior que a quantidade encontrada nas lâminas pela perda de 
células durante a confecção das lâminas. Tice e colaboradores (2000) 
afirmam que existem variações na metodologia do Ensaio Cometa, 
dependendo da prática de determinado laboratório. Com relação à 
solução de lise, sua fórmula original contém 100mM de EDTA (ácido 
etilenodiamino tetra acético), 2,5M de cloreto de sódio, 1% de N-
laurilsarcosil, 10mM de base TRIS, 1% de Triton X-100 e 10% de 
DMSO (dimetil sufóxido), recomendando-se que as lâminas fiquem 
imersas na solução por pelo menos 1 hora (ou até algumas semanas). 
Entretanto, atualmente se discute o papel do N-laurilsarcosil, uma vez 
que a inclusão do Triton X-100 já seria suficiente para lisar as células. 
Enquanto alguns autores afirmam que se deve adequar a técnica a cada 
tipo celular, pois eventualmente um segundo detergente seja necessário 
para que a lise total das membranas (MCKELVEY-MARTIN et al., 
1993 apud TICE et al., 2000), outros afirmam que não é necessário a 
adição do N-laurilsarcosilna presença do Triton X-100 (AZQUETA e 
COLLINS, 2013). Entretanto, estes argumentos não explicam os 
resultados obtidos neste trabalho, pois quando comparados os artigos 
que utilizaram a mesma linhagem celular no Ensaio Cometa observou-se 
diferenças na adição do N-laurilsarcosil, indicando a falta de 
padronização deste ensaio quanto ao uso das linhagens celulares, como é 
o caso de Yedjou e colaboradores (2008), Lee e colaboradores (2014) e 
Fang e colaboradores (2014). 
Ainda, após o tempo de lise as lâminas devem descansar em uma 
solução de eletroforese alcalina por 20 minutos ou mais quando 
necessário, podendo chegar a 60 minutos em alguns estudos. Porém, 
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considera-se que 20 minutos são suficientes para a versão alcalina 
(VIJAYALAXMI et al., 1992 apud TICE et al., 2000). Esta solução 
alcalina consiste em 1 mM de EDTA e 300 mM de hidróxido de sódio 
com pH > 13. O valor do pH é importante, pois o DNA é desnaturado e 
as pontes de hidrogênio entre as fitas do DNA se rompem próximo ao 
pH 12 e valores acima deste pH transformam rapidamente os sítios 
álcali-lábeis em quebras de fita simples (FAIRBAIRN et al., 1995). Para 
a eletroforese, Singh e colaboradores (1988) utilizaram 25V (volts) e 
300mA (miliampère) por 20 minutos, mas considera-se que a medida 
em Voltagem por centímetro (V/cm) seja mais precisa, sendo que as 
voltagens mais utilizadas estão entre 0,7 e 1,0. Entretanto, atualmente 
existe bastante variabilidade no tempo de corrida e nas unidades de 
medição disponíveis comercialmente. A eficiência da eletroforese 
dependerá da voltagem/amperagem e do tempo de corrida, de acordo 
com a extensão de migração desejada para o DNA na avaliação das 
amostras. A temperatura para a execução deste passo é importante e 
pode variar entre 5°C a temperatura ambiente, sendo mais utilizadas as 
baixas temperaturas para garantir maior reprodutibilidade do 
experimento. O tempo de eletroforese varia de 5 a 40 minutos 
dependendo do tipo celular usado e da proposta do experimento, porém 
existe um consenso entre os especialistas que durante a padronização da 
técnica deve ocorrer uma migração mínima de DNA nas células do 
controle para a avaliação da viabilidade do experimento. Para um 
experimento totalmente equilibrado, a eletroforese deve ser executada 
contendo pelo menos uma lâmina de cada amostra, utilizando a mesma 
unidade de medição e fonte de alimentação durante todo o experimento 
(VRZOC e PETRAS, 1996 apud TICE et al., 2000). 
Os dois artigos que utilizaram as células KG-1A e o Ensaio 
Cometa em meio alcalino (DASH et al., 2014 e BIRTWISTLE et al., 
2009) também foram comparados, demonstrando algumas variações. Os 
artigos não investigaram a mesma droga, utilizando tempos de 
tratamento (24h e 3h, respectivamente), concentrações de fármacos e 
densidade celular (2x105/ml e 1,8x105/ml, respectivamente) diferentes. 
Enquanto Dash e colaboradores utilizaram a agarose low melting a 
0,8%, agarose normal 1,5%,solução de lise sem N-laurilsarcosil por uma 
semana,solução de eletroforese alcalinacom pH > 13 sem o tempo de 
descanso,eletroforese por 25 minutos com 34 V e 300mA, neutralização 
do gel com água destilada por 5 minutos e fixação com etanol 100%, 
Birtwistle e colaboradores utilizaram a agarose low meltingem 0,5%,  
agarose normal a 0,5%, solução de lise com N-laurilsarcosil por 1h, 
solução de eletroforese com pH 12.6 e com tempo de descanso de 30 
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minutos, eletroforese por 30 minutos a 25V, neutralização com a 
solução de 400 mM Tris com pH 7.5 e sem fixação. Ambos utilizaram a 
mesma coloração (brometo de etídio) (Apêndice B). Pode-se perceber a 
diferença quanto à adição do N-laurilsarcosil novamente, que neste caso 
influenciou o tempo de incubação na lise. Como visto, houve uma 
grande variação nas concentrações das agaroses utilizadas pelos artigos, 
o que provavelmente influenciou nos seus resultados. 
Azqueta e Collins (2013) afirmam que a concentração da agarose 
low melting tem efeitos marcantes nos resultados, em concentrações 
mais altas (perto de 1,3%) a cauda dos cometas migram menos (menor 
% de DNA na cauda) e em concentrações mais baixas (perto de 0,4%) a 
cauda dos cometas migram mais (maior % de DNA na cauda), indicando 
uma concentração ideal de 0,6 a 0,8%. Olive e Banáth (2006) alertam 
que a concentração da agarose normal influencia na sua adesão a lâmina, 
devendo-se mantê-la em 1%, caso contrário corre-se o risco do gel se 
desprender da lâmina durante a eletroforese, não sendo recomendada a 
concentração de 0,5% utilizada por Birtwistle e colaboradores (2009).A 
diferença no tempo de descanso, ausente no Dash e colaboradores 
(2014), também é considerado critico por influenciar diretamente na % 
de DNA na cauda (desenovelamento do DNA), sugerindo-se entre 10 a 
60 minutos (AZQUETA e COLLINS, 2013).Quanto a neutralização dos 
géis, Singh e colaboradores (1988) afirmam que a ação alcalina nos géis 
só é neutralizada se lavados com uma solução de Tris em pH 7,5, 
podendo ser mais minuciosa nos casos em que o fundo da lâmina 
parecer escuro ao microscópio durante a contagem dos cometas.Ou seja, 
a lavagem das lâminas somente com água destilada não é eficaz para 
neutralizar o efeito alcalino no gel. Também, recomenda-se desidratar o 
gel de agarose, lavando-o com etanol ou metanol absoluto por 5 minutos 
para evitar a difusão excessiva do DNA no gel caso as lâminas forem 
armazenadas para coloração posterior, que pode ser florescente (por 
exemplo, brometo de etídio) ou com nitrato de prata (TICE et al., 2000). 
Os artigos que utilizaram a linhagem L5178Y (BRINK et al., 
2007; STRUWE et al., 2007; KELLERT et al., 2008; STRUWE et al., 
2011; GETER et al., 2012; MOCHEet al., 2014; NJOYA et al., 2014) e 
o Ensaio Cometa alcalino também apresentaram algumas diferenças nos 
protocolos. Kellert e colaboradores utilizaram a concentração de 
2x105/ml e 4 horas de tratamento, agarose low melting 0,5%, agarose 
normal 1,5%, solução de lise com N-laurilsarcosil por 1 hora a 4°C, 
conduzindo a eletroforese por 20 minutos a 25V (1,1V/cm) e 300mA, 
neutralização com solução de 0,4M de Tris com pH 7,5 sem menção ao 
tempo, sem fixação e coloração de iodeto de propídio, enquanto Geter e 
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colaboradores utilizaram 1x105/ml e 4 horas de tratamento, agarose low 
melting 0,5%,agarose normal a 1%, solução de lise sem fórmula 
(protocolo Trevigen) por 24 horas a 2-8°C, descanso em solução 
alcalina (sem fórmula) no escuro, conduzindo a eletroforese por 25 
minutos a 0,7V/cm também no escuro, lavagem com água deionizada, 
fixação com etanol 70% e posterior coloração com SYBR Gold.Njoya e 
colaboradores utilizaram densidade de 2x105/ml e tratamentos de 4 e 24 
horas,agarose low melting 0,5%, agarose normal 1,5%, solução de lise 
com N-laurilsarcosil por 1 horas a 4°C, eletroforese por 20 minutos a 
25V e 300mA, neutralização com solução de 0,4M Tris pH 7,5 sem 
menção de tempo, fixação com metanol absoluto e coloração com 
solução gelatinosa vermelha e 1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano (DABCO, 
fixador do corante fluorescente) (Apêndice C). Brink e colaboradores 
utilizaram densidade celular de 5x105/ml e 4 horas de tratamento, 
agarose low melting 0,5%, agarose normal 1%, solução de lise com N-
laurilsarcosil por 1 hora a 4°C, eletroforese por 20 minutos a 25V 
(1,1V/cm) e 300mA, neutralização com solução de 0,4M Tris pH 7,5 
sem menção de tempo, sem fixação e com coloração de iodeto de 
propídio. Struwe e colaboradores (2007 e 2011) utilizaram a densidade 
celular de 1,3x106/ml e 20 minutos de tratamento, agarose low melting 
0,5%, agarose normal 1%, solução de lise com N-laurilsarcosil por 1 
hora a 4°C, conduzindo a eletroforese por 40 minutos 0,78V/cm, 
neutralização com solução de 0,4 Tris pH7,5 por 5 minutos, sem fixação 
e com coloração de iodeto de propídio. Moche e colaboradores 
utilizaram a densidade de 4x104/ml com tratamento de 4 horas, agarose 
low melting 0,5%, agarose normal 1,5% e 0,8% (único a demonstrar 
diferença na concentração da agarose normal), solução de lise sem N-
laurilsarcosil por 1hora a 4°C, eletroforese por 20 minutos a 0,7V/cm, 
neutralização com solução de 0,4M Tris pH 7,5 por 10 minutos, fixação 
com etanol absoluto e posterior coloração com iodeto de propídio 
(Apêndice D). Ao comparar os protocolos dos artigos, notaram-se 
diferenças na adição ou não do N-laurilsarcosil na solução de lise, na 
voltagem/amperagem e tempo de eletroforese, no tempo de 
neutralização e no tipo de fixação. Dois pontos interessantesforam a 
falta de informação em alguns estudos quanto ao tempo de execução das 
etapas e a padronização bem definida das concentrações das agaroses e 
do tempo de descanso de 20 minutos em solução alcalina em pH > 13 
para esta linhagem. 
Quando comparados os artigos que utilizaram o Ensaio Cometa 
alcalino com as células HL-60 (KIM et al., 2006; FABIANI et al., 2012; 
CAVALCANTI et al., 2012; FAHEINA-MARTINS et al., 2012), 
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notou-se uma variação menor nos protocolos, talvez pelo fato de ser 
uma das linhagens mais utilizadas em pesquisas de gentoxicidade. Não 
houve grandes variações nos tempos de execução e nem nas fórmulas 
das soluções utilizadas entre os artigos (Apêndice E e F), sendo 
utilizado o mesmo tipo de corante em todos os protocolos (brometo de 
etídio). O único a adicionar N-laurilsarcosil na solução de lise foi 
Cavalcanti e colaboradores (2012), porém sem alteração de tempo (1 
hora) e algumas soluções não tiveram seus tempos de execução ou o pH 
disponibilizados. O estudo de Faheina-Martins e colaboradores (2012) é 
o único que comenta que as etapas de lise e eletroforese foram 
realizadas na ausência de luz. 
No caso da análise das variações entre os protocolos utilizados 
para as linhagens K562 (LI et al., 2012; SZWED e JOZWIAK, 2014; 
ESTRELLA-PARRA et al., 2014; COLIS et al., 2015; ALAM-
ESCAMILLA et al., 2015) e CCRF-CEM (WYSOKINSKI et al., 2012; 
SZWED e JOZWIAK, 2014), houve dificuldade na comparaçãopela 
falta de informações detalhadas nos artigos,tendo somente como basea 
informação de que os protocolos para o Ensaio Cometa em meio 
alcalino foram retirados da publicação de Sigh e colaboradores (1988) 
ou de artigos que se basearam nesta publicação, presumi-se a 
utilizaçãodas mesmas soluções e dos mesmos tempos de execução 
(Apêndice G e H). 
No geral, os autores contabilizaram a quantidade de 100 a 50 
nucleóides por amostra e 50 a 25 nucleóides por lâmina, 
respectivamente. A contagem dos cometas é realizada em microscópio 
de luz, geralmente com um aumento de 200X a 400X. Aconselha-se que 
a contabilização dos cometas seja feita sem o conhecimento do tipo de 
amostra (controle positivo, negativo ou substância teste). A análise dos 
cometas pode ser realizada por meio de sistemas de imagem de 
identificação de dano com câmera e computador acoplados ao 
microscópio, medindo-se a % de DNA na cauda do cometa pela 
fluorescência ou por métodos classificatórios de acordo com a 
proporção de células apresentando migração do DNA (KIZILIAN et al., 
1999 apud TICE et al., 2000). Uma das técnicas mais utilizadas é a 
classificação dos cometas em algumas categorias, geralmente quatro ou 
cinco, baseado no comprimento da migração e/ou na proporção relativa 
de DNA na cauda do cometa (ANDERSON et al., 1994 apud TICE et 
al., 2000). A medida mais comumente usada é o comprimento do DNA 
migrado (ou comprimento de cauda), geralmente apresentado em 
micrometros e relacionado com o tamanho dos fragmentos de DNA, 
sendo diretamente proporcional ao nível de quebras de fita 
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simples/duplas e sítios álcali-lábeis e inversamente proporcional a 
extensão de ligações cruzadas formadas no DNA (JOSTES et al., 1993 
apud TICE et al., 2000). Porém, a análise de migração considerada mais 
segura é a percentagem de DNA na cauda dos cometas e foi proposta 
por Olive e colaboradores em 1990. Ela apresenta maior amplitude de 
detecção entre o comprimento da cauda, ou seja, continua aumentando 
depois que o comprimento máximo da cauda é alcançado (GONTIJO e 
TICE, 2003). Outro método de análise dos cometas proposto por esses 
autores foi o “momento de cauda” (tail moment) que se refere ao 
resultado entre o comprimento de cauda multiplicadopela percentagem 
de DNA na cauda do cometa. Entretanto, ainda não há um consenso do 
modo mais apropriado de se calcular o momento de cauda, pois a 
utilização deste método pode omitir informações importantes em relação 
ao comprimento de cauda e à percentagem de DNA migrado. Sabe-se 
também que existe muita variabilidade entre os cometas de uma amostra 
de acordo com a posição de cada um no gelde agarose (bordas ou meio), 
evitando-se a contagem dos cometas nas bordas do gel pelo risco de 
danos excessivos. A variabilidade nos resultados também é reduzida por 
meio de escolhas aleatórias das amostras, que devem ser produzidas no 
mínimo em duplicata (TICE et al., 2000).  
Quanto ao Teste do Micronúcleo in vitro, alguns artigos 
adicionaram a citocalasina B (Teste do CBMN) enquanto outros 
optaram por não adicioná-la. No caso da linhagem HL-60, o Teste do 
CBMN foi utilizado por três artigos (KIM et al., 2006; KIM et al., 2008; 
CAVALCANTI et al., 2012), que se basearam no protocolo da mesma 
publicação (ECKHARDT et al., 1994). Entretanto, foram encontradas 
variaçõesna concentração da citocalasina B (4 µg/ml, 3µg/ml e 3µg/ml, 
respectivamente), na densidade celular (2x105/ml, 1x105/ml e 3x105/ml, 
respectivamente), na concentração das substâncias para 
tratamento,tempo de tratamento (3, 6 e 24 horas, 1 hora e 3 horas, 
respectivamente) e na solução hipotônica (0,075M de KCL) que foi 
utilizada somente por Kim (2006) e Cavalcanti com tempo de choque 
hipotônico de 3 e 10 minutos, respectivamente. Mas também foram 
encontradas semelhanças entre os três protocolos como o tempo de 
incubaçãoda cultura com a citocalasina por 24h, a ausência de um 
sistema de ativação metabólicapara o tratamento das células com as 
fármacos (geralmente utiliza-se a fração humana S9), a solução de 
fixação Carnoy (3 metanol: 1 ácido acético), a solução de coloração 
Giemsa e a quantidade de células contabilizadas por lâmina (1000 
células binucleadas), indicando uma padronização dessas etapas para a 
linhagem HL-60 (Apêndice I). 
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A linhagem mais utilizada para este teste foi a L5178Y também 
mostrou algumasvariações e poucas semelhanças entre os protocolos. 
Primeiramente, nem todos os artigos utilizaram a citocalasina B no teste 
in vitro, dividindo-se a comparação dos artigos entre os que utilizaram a 
citocalasina B (BRINK et al., 2007; KELLERT et al., 2008; FELLOWS 
e O’DONOVAN, 2010; NJOYA et al., 2014; ILIN et al., 2015; 
MAISANABA et al., 2015) e os que não utilizaram a citocalasina B. 
Dos artigos que utilizaram o Teste do CBMN in vitro, Brink e 
colaboradores e Kellert e colaboradores utilizaram o mesmo protocolo 
para otratamento das células (4 horas) sem ativação metabólica, a 
concentração de citocalasina (5µg/ml) com tempo de incubação (18h), 
sem choque hipotônico, a fixação (metanol -20°C) e a coloração (laranja 
de acridina com solução Sϕrensen 15mM Na2HPO4/ KH2PO4, pH 6,8), 
diferindo apenas na densidade celular  (5x105/ml e 1x106/ml, 
respectivamente).  Entretanto, Njoya e colaboradores utilizaram um 
protocolo diferente dos dois artigos anteriores com densidade celular de 
2x105/ml, tratamento das células por 4 ou 24 horas sem ativação 
metabólica, 3µg/ml de citocalasina incubada por 20 horas, ausência de 
solução hipotônica, fixadas com metanol -20°C por no mínimo 2 horas e 
coloração com solução gelatinosa verde com DABCO. Por falta de 
informações detalhadas, sabe-se somente que Ilin e colaboradores 
utilizaram densidade celular de 4x105/ml para as célulastratadas sem S9 
e 2x105/ml na presença de S9 com tratamento pela droga por 18 horas, 
incubadas com 6 µg/ml de citocalasina por 20 horas, pois os artigos 
usados como guias para a padronização do teste neste estudo não 
estavam disponíveis em nenhum portal ou banca de dados. Já Maisanaba 
e colaboradores utilizaram 2x105/ml de densidade celular com 4 horas 
de tratamento na presença da fração humana S9 (ativador metabólico) e 
24 horas na ausência de S9, 6 µg/ml de citocalasina por 20 horas, 
choque hipotônico com solução de 0,051M de KCL, fixação com 
solução Carnoy e coloração Giemsa, enquanto Fellows e O’Donovan 
utilizaram densidade celular de 2x105/ml, tratamento das células pelas 
fármacosde 3 horas com S9, 3 µg/ml de citocalasina por 24 horas, sem 
choque hipotônico, fixação com metanol 90% e coloração DAPI 
(Apêndice J). Assim, nos artigos que aplicaram o Teste do CBMN com 
a linhagem L5178Y houve variação na densidade celular de 105 a 106, 
no tempo de tratamento das células de 3 a 24 horas, com ou sem 
ativação metabólica por S9, na concentração da citocalasina B de 
3µg/ml a 6 µg/ml (até mesmo quando utilizada a mesma densidade 
celular), no tempo de incubação da cultura com a citocalasina B de 18, 
20 e 24 horas, e na coloração (laranja de acridina com solução Sϕrensen, 
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Giemsa, DAPI e solução gelatinosa verde e DABCO). Todos os estudos 
contabilizaram 1000 células binucleadas por lâminas. A maioria dos 
autores não utilizou o choque hipotônico, sendo Maisanaba e 
colaboradores (2015) os únicos a utilizá-lo. A fixação mais usada foi 
metanol -20°C, diferindosomente em Fellows e O’Donovan (metanol 
90%) e Maisanaba e colaboradores (solução Carnoy). Isso indica a 
existencia de maior variação entre os protocolos para L5178Y do que 
entre os protocolos utilizados para HL-60. 
Oito artigos não utilizaram a citocalasina B no Teste do 
Micronúcleo in vitro (FELLOWS e O’DONOVAN, 2010; KIRCHNER 
e ZELLER, 2010; LORGE, 2010; STRUWE et al., 2011; GETER et al., 
2012; DOHERTY et al., 2014; MOCHE et al., 2014; ILIN et al., 2015). 
Fellows e O’Donovan utilizaram o mesmo protocolo do Teste do 
CBMN para o Teste do Micronúcleo sem a citocalasina B com 
densidade celular de 2x105/ml, tratamento com as fármacos de 3 horas 
com S9, sem choque hipotônico, fixação com metanol 90% e coloração 
DAPI. Já Kirchner e Zeller utilizaram densidade celular de 0,38x106/ml, 
tratamento de 3 horas com S9 e de 24 horas sem S9, sem choque 
hipotônico, fixação com etanol (sem percentagem) e coloração com 
DAPI. Struwe e colaboradores citam que seguiram o protocolodesta 
publicação de Kirchner e Zeller sem adicionar maiores informações. 
Lorge utilizou densidade celular de 5x105/ml para 3 horas de tratamento 
com S9 e 1,5x105/ml para 24 horas de tratamento sem S9, choque 
hipotônico com solução de RPMI e água (50:50) pré-aquecida (37°C), 
fixação com solução Carnoy e coloração Giemsa. Geter e colaboradores 
não forneceram a densidade celular para este teste, as células foram 
tratadas por 4 horas sem S9, choque hipotônico com KCL (fórmula não 
fornecida), fixação com solução Carnoy e coloração com laranja de 
acridina. Doherty e colaboradores utilizaram densidade celular de 
2x106/ml e tratamentos de 3, 4 e 24 horas sem ativação metabólica, sem 
choque hipotônico, fixação com metanol 90%, lavagem com solução de 
fosfato (fosfato de potássio monobásico e fosfato de sódio bibásico) pH 
6,5 e coloração com laranja de acridina seguida de outra lavagem com a 
solução de fosfato. Moche e colaboradores utilizaram as densidades 
celulares de 2x105/ml para tratamento por 4 horase 5x104/ml para 
tratamento por 24 horas ambos sem ativação metabólica, choque 
hipotônico com a solução RPMI e água destilada (1:1), fixação com 
Carnoy e coloração Giemsa. Ainda, Ilin e colaboradores utilizaram 
densidade celular de 2x105/ml tratadas por 18 horas sem ativação 
metabólica, sem choque hipotônico, fixação por metanol -20°C, 
coloração de laranja de acridina com solução Sϕrense (Apêndice L). 
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Somente Doherty e colaboradores (2014) contabilizaram 2000 células 
micronucleadas por lâmina, enquanto os demais artigos contabilizaram 
1000 células micronucleadas.Assim, apesar de algumas etapas dos 
protocolos serem similares, como a coloração Giemsa e laranja de 
acridina, a ausência o choque hipotônico,a fixação com Carnoy ou 
metanol e a quantidade de células contabilizadas por amostra, é 
perceptível as variaçõesde algumas etapas dos protocolose a falta de 
informação sobre o tempo de execução. 
Fenech (2007) afirma que a padronização do Teste do CBMN 
garantiu a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados por 
diferenciar as células com uma divisão celular ou mais (células 
binucleadas ou multinucleadas), sendo justificável a ausência da 
citocalasina B somente nos casos em que defeitos no processo da 
citocinese estão sendo investigados. No caso da utilização de linhagens 
celulares, existem dois pontos importantes: 1) garantir que o MN, a NPB 
e NBUD serão contabilizadas em células que passaram pela primeira 
divisão nuclear depois da indução do dano; e 2) executar experimentos 
preliminares para descobrir a concentração e o tempo ideal de incubação 
da citocalasina B garantindo que o máximo de células tenha a citocinese 
bloqueada na fase binucleada. Para isso, recomenda-se que o período de 
incubação da citocalasina seja de 24 a 48 horas (permitindo a expressão 
dos micronúcleos), variando entre as linhagens celulares com densidade 
em torno de 1x106/ml e a contagem de células por amostra deve ser 
entre 500 e 2000 células micronucleadas. Apesar deKirsh-Volders e 
colaboradores (2011) concordarem que o bloqueio da citocinese oferece 
várias vantagens para a análise dos resultados, como a contabilização de 
células binucleadas e mononucleadas para confirmação de eventos 
aneugênicos pelo escape ao bloqueio mitótico demonstrado pelas células 
mononucleadas, eles também afirmam que não há impacto nos 
resultados pela utilização ou não da citocalasina B em linhagens 
celulares. Isso porque linhagens celulares estáveis não variam tanto o 
seu tempo de ciclo celular, como é o caso das células do sangue 
periférico que variam o tempo de ciclo de acordo com o doador. Eles 
também comentam que a contagem dos micronúcleos em células 
mononucleadas é importante, porque as células mononucleadas indicam 
um acumulo de instabilidade genômica correspondente ao sistema in 
vivo, enquanto os micronúcleos contabilizados em células binucleadas 
indicam mutações gênicas/cromossômicas acumuladas durante um 
processo in vitro.  
Quanto à solução hipotônica, Fenech (2007) não recomenda a 
utilização da solução hipotônica em linhagens celulares ou numa cultura 
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de linfócitos isolados quando houver a necessidade de contabilizar as 
células necróticas e apoptóticas das amostras para analisar a 
sensibilidade da célula a uma droga, pois estas células são destruídas 
pela solução hipotônica. Kirsh-Volders e colaboradores (2011) 
complementam que ela é desnecessária em culturas de linhagens 
celulares, pois tem como objetivo eliminar os eritrócitos evitando a 
metabolização da substância testada e melhorando o aspecto da lâmina 
ao microscópio. Assim, a solução hipotônica só é considerada uma etapa 
crucial no caso de uma cultura de sangue, enquanto que as outras etapas 
fundamentais para este teste, como a fixação das células (dependendo da 
preferência do laboratório) e a preparação final das lâminas, são 
estendidas para os demais tipos de células e culturas. Para Fenech 
(2007) a fixação deve ser realizada com metanol ou ácido acético (3:1) e 
a preparação final das lâminas deve ser realizada com cuidado, pois a 
qualidade da contagem depende da qualidade da lâmina confeccionada e 
a maioria dos problemas ocorre nessa etapa. As células devem ser 
ressuspendidas gentilmente antes de deposidas na lâmina, manter a 
densidade celular moderada e corar somente uma lâmina primeiramente 
permitindo sua análise no microscópio antes de corar as demais, 
evitando a perda das amostras pela coloração inadequada. 
Os demais artigos coletados não tiveram seus protocolos 
comparados, tanto para o Ensaio Cometa quanto para o Teste do 
Micronúcleo/Teste do CBMN in vitro, por apresentarem linhagens de 
leucemias e linfomas únicas (AROUTIOUNIAN et al., 2010; MEHTA 
et al., 2014; FAHEINA-MARTINS et al., 2012; JÜLIGER et al., 2007; 
RÁC et al., 2015; CHAKRABARTI et al., 2012; POPLAWSKI e 
BLASIAK, 2010; BAYDOUN et al., 2012) (Apêndice M e N). 
No geral, notou-se que para o Ensaio Cometa em meio alcalino 
baixas densidades celulares melhoram a contabilização dos nucleóides 
nas lâminas, tratamentos com poucas horas (3 ou 4 horas) são mais 
utilizados, porém 24 horas de tratamento também é aceitável 
dependendo da droga. Asolução de lise não necessitou da adição de N-
laurilsarcosil primeiramente, pois não modificou o tempo geral 
encontrado para imersão das lâminas na solução de lise (1 hora ou 24 
horas). O descanso de 30 minutos na solução alcalina com pH próximo 
ou igual a 13 ea etapa de eletroforese pôde ser conduzida em diferentes 
parâmetros, mas normalmente manteve-seem 25V a 300mA ou 0,7V/cm 
por cerca de 30 minutos. A fixação foi realizada com o uso de etanol ou 
metanol absoluto, corando-se preferencialmente com corantes 
fluorescentes. Um fato importante notado durante a leitura dos artigos 
foi que poucos mencionam a ausência de luz durante o processo, sendo 
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uma etapa fundamental já que a luz solar ou artificial induz quebras no 
DNA. Os poucos que comentaram sobre essa ausência durante o 
processo foi durante o tratamento, a imersão em solução de lise e a 
eletroforese (em menor número). Na publicação de Olive e Banáth 
(2006), comenta-se que durante a imersão das laminas na solução de lise 
se deve manter a temperatura em 4°C e o ambiente escuro. Além disso, 
alguns pontos importantes foram mencionados: a concentração da 
agarose normal deve ser entre 1-1,5% para evitar perda do gel durante a 
eletroforese, mantendo sempre as mesmas concentrações para resultados 
reprodutíveis (afeta a migração dos fragmentos do DNA), avaliar a 
viabilidade celular para certificar a integridade das células e com isso do 
DNA e verificar se as células estão na fase S da mitose (acarreta em 
danos maiores com o método alcalino), tomando cuidado com o 
manuseamento das células e das lâminas de forma a evitar acréscimo de 
danos. 
No Teste do Micronúcleo in vitro, notou-se que algumas 
pesquisas estão sendo realizadas sem a citocalasina B para evidenciar 
sua capacidade de detectar eventos mutagênicos com precisão e 
confiabilidade, enquanto várias investigações acerca de novos fármacos 
e substâncias utilizam a citocalasina B. Com relação aos protocolos 
utilizados entre os artigos coletados, notou-se uma menor quantidade de 
variações entre as etapas do Teste do Micronúcleo se comparada com a 
quantidade de variações encontrada nas etapas do Ensaio Cometa. Isso 
pode estar relacionado ao fato de que o Teste do Micronúcleo já faz 
parte de uma bateria de testes toxicológicos iniciais para avaliação da 
genotoxicidade (comumente usados na investigação da carcinogênese), 
assim como por suas etapas serem mais simplese em menor quantidade 
que o Ensaio Cometa. Comparando os artigos que utilizaram a mesma 
linhagem no Teste do Micronúcleo ou no Teste do CBMN, notou-se que 
a concentração da citocalasina B variou entre 3 e 6 µg/ml com tempo de 
incubação entre 18 a 24 horas, variando também a densidade celular 
utilizada (entre 104 e 106) e os tempos de tratamento para cada 
substância (1 a 24 horas), a utilização da choque hipotônico ou não (não 
havendo consenso entre as linhagens), a fixação com Carnoy ou metanol 
-20°C e coloração variando entre Giemsa, laranja de acridina e DAPI 
(menos utilizada). 
Desta forma, mesmo com todos os protocolos publicados pelos 
órgãos internacionais reguladores e com a afirmação de vários autores 
que esses testes são simples e rápidos para uma avaliação genotóxica, a 
padronização do Ensaio Cometa e do Teste do Micronúcleo in vitro é 
dificultada pelas variações entre os protocolos enc
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diferentes linhagens celulares e entre as mesmas linhagens em 
laboratórios diferentes. Em experiências próprias no laboratório, notou-
se essa dificuldade tanto para pesquisa de protocolos quanto para a 
execução das etapas. A maioria dos artigos não descreve de forma exata 
o procedimento de cada etapa dos dois testes analisados, sendo que os 
protocolos padronizados por organizações internacionais, como a OECD 
e a ICH, normalmente não abrangem detalhes de padronização para cada 
tipo de linhagem. Isso faz com que a padronização em laboratório dessas 
duas técnicas se torne longa pelo método da “tentativa e erro” e 
dispendiosa pelo gasto de materiais. Portanto, em virtude das 
dificuldades na padronização do Ensaio Cometa em meio alcalino e do 
Teste do CBMN para duas linhagens hematopoiéticas malignas (Jurkat 
T e K562), este trabalho foi pensado como uma forma de revisar a 
literatura existente sobre as duas técnicas utilizando linhagens de 
leucemias e linfomas, notando-se as etapas que mais divergem e as 
etapas que mais convergem entre os protocolos para identificação de 
possíveis soluções. 
Ao analisar os 38 artigos utilizando o Ensaio Cometa e o Teste do 
Micronúcleo in vitro com linhagens de leucemias e linfomas não foi 
possível notar um protocolo específico para cada linhagem, porém, foi 
possível identificar as etapas, soluções e reagentes que variam com 
maior frequência e etapas, soluções e reagentes que variam com menor 
frequência entre os protocolos. Com este levantamento, dois protocolos 
detalhados (FENECH, 2007; OLIVE e BANÁTH, 2006) foram 
encontrados sobre as duas metodologias com apontamentos específicos 
a serem cuidados na execução das técnicas, além de uma vasta gama de 
artigos, aumentando o conhecimento das aplicações dessas técnicas e 
dos procedimentos geralmente utilizados por diversos autores, 
auxiliando na escolha dos protocolos para realização da padronização de 
ambas as técnicas em laboratório. 
 
5. CONCLUSÃO 
 
O câncer é um problema de saúde pública. Oíndice de pessoas 
acometidas por esta doençacresce a cada ano, o que exige maiores 
gastos do dinheiro público com diagnósticos e tratamentos. As 
estimativas indicam uma realidade preocupante: no ano de 2012, 
estimou-seaproximadamente 14,1 mi de casos novos e 8,2 mi de mortes 
por câncer no mundo, sendo as estimativas para o ano de 2030 de 21,4 
mi de casos novos e 13,2 mi de mortes por câncer no mundo (INCA, 
2014). As leucemias e linfomas contribuem com o aumento da carga 
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global de câncer no Brasil e no mundo atingindo mais fortemente 
crianças e idosos. Sabendo que os cânceres estão relacionando tanto 
com fatores endógenos (genético) quanto com fatores exógenos 
(ambiente), investir em medidas de prevenção para esta doença é a 
melhor opção para diminuir a carga mundial do câncer e tem sido o foco 
de vários órgãos nacionais e internacionais nos últimos anos.O Ensaio 
Cometa e o Teste do Micronúcleo contribuem para a prevenção e a 
optimização do tratamento do câncer quando aplicados no estudo da 
carcinogênese e no desenvolvimento de fármacos antineoplásicos mais 
eficientes e seletivos, podendo utilizar diversas linhagens de leucemias e 
linfomas,sendo a padronização de ambos os testes importante para 
garantir resultados reprodutíveis e confiáveis. 
Assim, o objetivo deste Trabalho de Conclusão de Curso foi 
investigar e analisar a relevância do Ensaio Cometa e do Teste do 
Micronúcleo in vitro no estudo da carcinogênese hematopoiética por 
meio de linhagens celulares de leucemias e linfomas, assim como 
analisar as divergências e convergências entre os protocolos utilizados 
nesses estudosem virtude das dificuldades encontradas na padronização 
destas técnicas por esta acadêmica. Por meio da revisão bibliográfica, 
reuniu-se 38 artigos acerca do tema com ano de publicação entre 2005 e 
2015 e constatou-se que: 
• A maioria dos estudos empregou o Ensaio Cometa in vitro em 
meio alcalino sozinho (20 artigos), seguido do Ensaio Cometa 
in vitro em meio alcalino em conjunto com o Teste do 
Micronúcleo/Teste do CBMN in vitro (12 artigos), sendo 
menos utilizado o Teste do Micronúcleo/Teste do CBMN in 
vitro sozinho (seis artigos) para as linhagens celulares de 
leucemias e linfomas; 
• As linhagens mais utilizadas pelos artigos 
coletados foram a L5178Y de linfoma de rato, a HL-60 de 
leucemia promielocítica humana, a K562 de leucemia mieloide 
aguda e a Jurkat T de leucemia de células T humana para o 
Ensaio Cometa in vitro e as linhagens L5178Y e Hl-60 para o 
Teste do Micronúcleo/ Teste do CBMN in vitro, as demais 
linhagensforam utilizadas esporadicamente;  
• O Ensaio Cometa eTeste do CBMN/Teste do 
Micronúcleo in vitro com linhagens celulares de leucemia e 
linfoma são constantementeempregados na investigação da 
genotoxicidade e damutagenicidade de novos fármacos 
(principalmente para investigação de seu potencial 
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antineoplásico) e de substâncias químicas de interesse 
comercial (usadas em alimentos, processos industriais, 
produtos finais, entre outros), na investigação dos mecanismos 
pelos quais esses fármacos atuam nas células malignas e mais 
raramente nos mecanismos envolvidos na transformação das 
células malignas e na padronização do Teste do Micronúcleo in 
vitro sem o bloqueio da citocinese; 
• Apesar do Teste do CBMN in vitro 
proporcionar diversas vantagens além da detecçãodo aumento 
da frequência dos micronúcleos em células binucleadas, o 
Teste do Micronúcleo (sem o bloqueio da citocinese) in vitro 
tem sido testado e defendido por vários autores como 
reprodutível e confiável quando empregado com linhagens 
celulares estáveis e de ciclos de divisão bem estabelecidos 
(como a L5178Y). Os artigos coletados defenderam o uso 
deste teste sem o bloqueio demonstrando a sua capacidade para 
detectar o aumento da frequência dos micronúcleos em células 
mononucleadas, com a justificativa de corresponder melhor ao 
sistema encontrado in vivo; 
• Quanto à comparação dos protocolos utilizados 
nos artigos, foi possível notar diferençasao compará-los entre 
os artigos que utilizaram a mesma linhagem celular no Ensaio 
Cometa e no Teste do Micronúcleo/CBMN in vitro, apesar dos 
esforços investidos nas suas padronizaçõespara testes 
toxicológicos. As divergências encontradas entre os protocolos 
para a mesma linhagem celular dificultam a padronização em 
laboratório, uma vez que muitas variáveis devem ser 
consideradas quando há falha na obtenção de resultados 
confiáveis. A padronização dependerá de testesconsecutivos 
por meio do método “erro e acerto” dos diversos protocolos 
existentes, acarretando em gastos desnecessários de materiais.  
• Os protocolos utilizados para a linhagem HL-
60 variaram menos em comparação aos protocolos das outras 
linhagens em ambas as técnicas, demonstrando uma melhor 
padronização para esta linhagem e sugerindo-se sua 
utilizaçãono Ensaio Cometa e no Teste do CBMN in vitro; 
• Um fato interessante observado durante a 
revisão bibliográfica foi a falta de informações detalhadas 
sobre as técnicas em vários artigos. Alguns citaram outras 
publicações como protocolo para a técnica, porém estas 
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publicações não estão disponíveis para consulta em nenhum 
portal ou base de dados, impossibilitando a sua comparação 
com outros artigos ea reprodução daquele protocolo. Outros 
utilizaram kits prontos para o Ensaio Cometa, como o 
Trevigen, que não fornece a fórmula detalhada das soluções, 
impossibilitando a comparação com os demais protocolos. 
Outros ainda não forneceram os tempos de execução (como o 
da neutralização ou da fixação das amostras) das etapas, o que 
também dificulta a padronização. 
Portanto, a revisão bibliográfica evidenciou a falta de 
padronização do Ensaio Cometa e do Teste do Micronúcleo/Teste do 
CBMN in vitro entre os laboratórios quando utilizadas linhagens 
celulares de leucemia e linfoma, sugerindo-se o uso de protocolos mais 
detalhados para ambos os testese a padronização destes paracada tipo de 
linhagem celular. 
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APÊNDICES 
 
APÊNDICE A - Artigos com Ensaio Cometa e a linhagem celular Jurkat T 
 
Autores Densid
ade 
celular 
Trata
mento 
das 
células 
Concentr
ação da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofores
e 
Solução 
neutraliz
adora 
Soluçã
o 
fixado
ra 
Colo
raçã
o 
Yedjou et 
al., 2008 
1x104/
ml 
24 
horas 
-  
40 min a 
4°C 
Alcalina, 
 40 min, 
temp. 
ambiente 
25V, 
300mA,  
20 min a 
4°C 
- Etanol 
70%, 
5 min 
SYBR 
Green 
Lee et 
al., 2014 
2x106/
ml 
4 horas AML 
0,65% 
AN 0,8% 
2,5 Μ NaCl, 
0,1M 
Na2EDTA, 
0,01M Tris–
HCl, 
1%Triton X-
100 e10% 
DMSO, pH 
10, 1h a 4°C 
Alcalina, 
300 Mm 
NaOH e 
l Mm 
EDTA, 
pH 13 e 
20 min 
18V , 
30 min 
PBS, 5 
min 
Metan
ol 
100%, 
10 
min 
Bromet
o de 
etídio 
96 
 
 
 
Fang et 
al., 2014 
1x106/
ml 
24 
horas 
AML 
0,5% 
AN 0,5% 
2,5M  NaCl, 
100 Mm 
Na2EDTA 
10 Mm Tris-
HCl, pH 10 
mais 1% N-
laurilsarcosil
,1% Triton 
X-100 e 
10% 
DMSO, 1h, 
gelada 
Alcalina, 
300Mm 
NaOH,1
Mm 
Na2EDT
A, pH 13 
e 20min 
0,78V/cm, 
300mA, 25 
min 
0,4M 
Tris–
HCl, 
pH 7,5 
Etanol 
100% 
 
- 
          
ALM = agarose low melting, AN = agarose normal 
 
APÊNDICE B - Artigos com Ensaio Cometa e a linhagem KG-1A 
 
Autores Densida
de 
celular 
Tratame
nto das 
células 
Concentr
ação da 
agarose 
Solução 
de Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofo
rese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Colo
ração 
Dash et 
al., 2014 
2x105/ml 24 horas AML 
0,8% 
AN 1,5% 
2,5 M 
NaCl, 100 
mM 
Alcalina, 
300 mM 
NaOH; 1 
34 V, 
300mA, 
25 min 
Água 
destilad
a, 5 min 
Etanol 
100%, 
3 min 
Brom
eto de 
etídio 
97 
 
 
EDTA, 10 
mM Tris, 
10% 
DMSO e 
1% Triton-
X, pH = 
10, 1 
semana, 
gelada 
mM 
EDTA, 
pH > 13 
a 4°C 
Birtwistle 
et al., 
2009 
1,8x105/
ml 
3 horas AML 
0,5% 
AN 0,5% 
2,5 M 
NaCl, 100 
mM 
EDTA, 
1% 
N-
laurilsarco
sil, 10% 
DMSO,1
% Triton 
X-100, 10 
mM Tris, 
pH 10.0, 1 
h a 4°C 
Alcalina, 
300 mM 
NaOH, 1 
mM 
EDTA,  
pH 12,6 
e 30 min 
 25V, 30 
min 
400 
mM 
Tris, 
pH 7,5 
3 a 5 
min 
- Brom
eto de 
etídio 
          
98 
 
 
 
ALM = agarose low melting, AN = agarose normal 
 
APÊNDICE C - Artigos com o Ensaio Cometa e a linhagem celular L5178Y 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluçã
o 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Kellert et 
al., 2008 
2x105
/ml 
4 horas ALM 
0,5% 
AN 
0,8% 
 
2,5M  NaCl, 
0,1M 
EDTA, 
0,01M Tris e 
1% N-
laurilsarcosil
, pH 10 
+NaOH,  
1% Triton 
X-100 and 
10% DMSO, 
1h, 4°C 
Alcalina, 
300mM 
NaOH, 
1mM 
EDTA, 
pH 13 e 
20 min 
25V (1,1 
V/cm), 
300mA, 
20 min 
0,4M 
de Tris, 
pH 7,5 
 
- Iodeto de 
propídio  
Geter et 
al., 2012 
1x105
/ml 
4 horas ALM 
0,5% 
NA 1% 
 
 
24 horas, 2-
8°C 
Alcalina, 
pH 13 e 
20 min a 
2-10°C 
0,7V/cm, 
25 min a 
2-10°C 
Água 
deioniz
ada 
Etanol 
70%,  
5 min 
SYBR 
Gold 
99 
 
 
Njoya et 
al., 2014 
2x105
/ml 
4 e 24 
horas 
ALM 
0,5% 
AN 
1,5% 
2,5MNaCl, 
0.1M 
EDTA, 
0.01MTris, 
1% N-
laurilsarcosil
, pH10 + 
NaOH 5M, 
1%TritonX-
100,10%, 
DMSO,1h, 
4°C 
5M 
NaOH, 
0,2M 
EDTA, 
pH 13, 
20min 
25V, 
300mA, 
20 min 
0,4M 
Tris, 
pH 7,5 
Metan
ol -
20°C 
Gel 
vermelh
o/DABC
O 
(1:100) 
          
ALM = agarose low melting, AN = agarose normal 
 
APÊNDICE D - Artigos com Ensaio Cometa e a linhagem L5178Y – continuação 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Brink et 
al., 2007 
5x105
/ml 
4 horas ALM 
0,5% 
AN 1% 
2,5M NaCl, 
0,1M 
EDTA, 
Alcalina, 
300mM  
NaOH, 
25V 
(1,1V/cm)
, 300mA, 
0,4M 
Tris pH 
7,5 
- Iodeto 
de 
propídio 
100 
 
 
 
0,01M Tris e 
1% Triton 
X-100, 1% 
N-
laurilsarcosil
, pH 10 
+NaOH, 1h, 
4°C 
1mM 
EDTA, 
pH 13 e 
20 min 
20 min +HCl 
Struwe et 
al., 2007 
e 2010 
1,3x1
06/ml 
20 min ALM 
0,5% 
AN 1% 
2,5M NaCl, 
100mM 
EDTA, 
10mM Tris, 
1% N-
laurilsarcosil
, 10% 
DMSO, 1% 
Triton X-
100, pH 10, 
1 h, gelada 
Alcalina, 
300mM 
NaOH, 
1mM 
EDTA, 
pH > 13 
e 20 min, 
4 ◦C 
 
0,78V/cm, 
40 min 
0,4 
Tris, 
pH 7,5 
5 min 
- Iodeto 
de 
propídio 
Moche et 
al., 2014 
4x104
/ml 
4 horas, ALM 
0,5% 
AN 
1,5% 
2.5M NaCl, 
100mM 
EDTA, 
10mM Tris, 
pH 10, 1% 
Alcalina, 
1mM 
EDTA,3
00mM 
NaOH, 
0,7V/cm, 
20 min 
0,4M 
Tris pH 
7,5 
 10 mi 
Etanol 
100%, 
5 min 
Iodeto 
de 
propídio 
101 
 
 
Triton 
X-100, 10% 
DMSO, 1h, 
4°C 
pH > 13 
e 20 min 
          
ALM = agarose low melting, AN = agarose normal 
 
APÊNDICE E - Artigos com Ensaio Cometa e a linhagem celular HL-60 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Kim et 
al., 2006 
2x105
/ml 
3, 6 e 
24 
horas 
ALM 
0,5% 
AN 
0,6% 
2,5M NaCl, 
100mM 
Na2-EDTA, 
10mM Tris–
HCl, 1% 
Triton X-
100 e 10% 
DMSO, pH 
10.0 1 h, 4 
◦C 
Alcalina, 
1mM 
Na2-
EDTA, 
300mM 
NaOH, 
pH 13 
0,78V/cm, 
25 min 
0,4M 
Tris-
HCl pH 
7,5 
Etanol 
100%, 
1 min 
Brometo 
de etídio 
Fabiani et 1x106 2 e 24 ALM 2,5 M NaCl, Alcalina, 25 V 0,4M - Brometo 
102 
 
 
 
al., 2012 /ml horas 0,7% 
AN 
0,5% 
100 mM 
Na2EDTA, 
10 mM Tris-
HCl, pH 10, 
1% Triton 
X-100 e 
10% DMSO, 
1h, 4°C 
1mM 
Na2 
EDTA, 
300 mM 
NaOH, 
20 min 
(0.83 
V/cm), 
300 mA, 
20 min 
Tris-
HCl pH 
7,5 
de etídio 
          
ALM = agarose low melting, AN = agarose normal 
 
APÊNDICE F - Artigos com Ensaio Cometa e a linhagem celular HL-60 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Cavalcant
i et al., 
2012 
3x105
/ml 
3 horas ALM 
0,75% 
AN 
1,5% 
2,5 M NaCl, 
10 mM Tris, 
0,1 mM 
EDTA, 1% 
N-
laurilsarcosil
, 1% Triton 
Alcalina, 
300 mM 
NaOH 
and 1 
mM 
EDTA, 
pH >13.0 
0.81 
V/cm, 300 
mA, 20 
min, 4°C 
0,4M 
Tris, 
pH 7,5 
15 min 
- Brometo 
de etídio 
103 
 
 
X-100, e 
10% DMSO, 
pH 
10 , 1 h, 4°C 
20 min, 
4°C 
Faheina-
Martins et 
al., 2012 
0.3x1
06/ml 
24 
horas 
ALM 
0,75% 
AN 1% 
2,5 M 
NaCl100 
mM EDTA, 
10 mM Tris-
HCl, pH 10, 
1% Triton 
X-100, 10% 
DMSO, 1h, 
4°C 
Alcalina, 
1mM 
EDTA, 
300 mM 
NaOH, 
pH >13 
 20 min, 
4°C 
25 V, 300 
mA, 20 
min 
0,4M 
Tris, 
pH 7,5 
Etanol 
100% 
Brometo 
de etídio 
          
ALM = agarose low melting, AN = agarose normal 
 
APÊNDICE G - Artigos com Ensaio Cometa e a linhagem K562 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Li et al., 
2012 
1x106
/ml 
24 
horas 
- - 
1h 
Alcalina, 
300mM 
300mA, 
30 min, 
- - Iodeto 
de 
104 
 
 
 
NaOH, 
1mM 
EDTA, 
pH>13, 
20 min 
propídio 
Szwed e 
Jozwiak, 
2014 
1x105
/ml 
72 
horas 
- - - - - - DAPI 
Estrella-
Parra et 
al., 2014 
- 1, 3 e 
12 
horas 
- - - - - - - 
Colis et 
al., 2015 
- 15 min 
a 8 
horas 
 
- - Alcalina - - - SYBR 
Green 
Alam-
Escamilla 
et al., 
2015 
1x105 
/ml 
24, 48 e 
72 
horas,  
- 2,5 M NaCl, 
100 mM 
EDTA, 10 
mM Tris pH 
10, 10% 
DMSO e 1% 
Triton X-
100, 1h, 4°C 
Alcalina, 
300 mM 
NaOH, 1 
mM Na-
EDTA 
pH 12.1 
20 min 
25V, 300 
mA (0.8 
V/cm), 20 
min. 
0,4 M 
Tris pH 
7.5 
15 min 
Etanol 
100% 
10 
min 
Brometo 
de etídio 
          
105 
 
 
 
APÊNDICE H - Artigos Ensaio Cometa e a linhagem CCRF-CEM 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Szwed e 
Jozwiak, 
2014 
1x105
/ml 
72 
horas 
- - - - - - DAPI 
Wysokins
ki et al., 
2012 
1-
2x106
/ml 
1 hora ALM 
0,75% 
AN 
0,5% 
2.5 M NaCl, 
100mM 
EDTA, 1% 
Triton X-
100 e 10mM 
Tris, pH 10 
1h, 4°C 
Alcalina, 
300mM 
NaOH e 
1mM 
EDTA, 
pH > 13 
20 min,  
0.75 
V/cm,  28 
mA, 
<12°C 
- - DAPI 
          
ALM = agarose low melting, AN = agarose normal 
 
APÊNDICE I - Artigos com Teste do CBMN e a linhagem HL-60 
 
Autores Densidad
e celular 
Tratamen
to das 
Concentraçã
o da 
Tempo de 
incubação 
Solução 
Hipotônica 
Solução 
fixadora 
Coloraç
ão 
106 
 
 
 
células citocalasina 
B 
com 
citocalasina 
B 
Kim et 
al., 2006 
2x105/ml 3, 6 e 24 
horas 
4 µg/ml 24h 0,075M de 
KCL,  
3 min 
Carnoy (3 
metanol: 1 
ácido 
acético) 
Giemsa 
Kim et 
al., 2008 
1x105/ml 1 hora 3µg/ml 24h - Carnoy Giemsa 
Cavalcant
i et al., 
2012 
3x105/ml 3 horas 3µg/ml 24h 0,075M de 
KCL,  
10 min 
Carnoy Giemsa 
        
 
APÊNDICE J - Artigos com Teste do CBMN e a linhagem celular L5178Y 
 
Autores Densidad
e celular 
Tratamen
to das 
células 
Concentraçã
o da 
citocalasina 
B 
Tempo de 
incubação 
com 
citocalasina 
B 
Solução 
Hipotônica 
Solução 
fixador
a 
Coloração 
Brink et 
al., 2007 
5x105/ml 4 horas 
sem S9 
5µg/ml 18h - Metanol 
-20°C 
Laranja de 
acridina com 
solução 
107 
 
 
Sϕrensen 
15mM 
Na2HPO4/ 
KH2PO4, pH 
6,8 
Kellert et 
al., 2008 
1x106/ml 4 horas 
sem S9 
5µg/ml 18h - Metanol 
-20°C, 
24 h 
Laranja de 
acridina com 
solução 
Sϕrensen 
15mM 
Na2HPO4/ 
KH2PO4, pH 
6,8 
Fellows e 
O’Donov
an, 2010 
2x105/ml 3 horas 
com S9 
3µg/ml 24h - Metanol 
90% 
DAPI 
Njoya et 
al., 2014 
2x105/ml 4 e 24 
horas sem 
S9 
 3µg/ml 20 h - Metanol 
-20°C, 
2h 
Solução 
gelatinosa 
verde com 
DABCO 
Ilin et al., 
2015 
4x105/ml 
e 
2x105/ml 
18h com e 
sem S9 
6 µg/ml 20 h - - - 
Maisanab 2x105/ml 4 horas 6 µg/ml 20h 0,051M de Carnoy Giemsa 
108 
 
 
 
a et al., 
2015 
com S9 e 
24h sem 
S9 
KCL, 20 
min 
        
 
APÊNDICE L - Artigos com Teste do Micronúcleo (sem bloqueio da citocinese) e a linhagem L5178Y 
 
Autores Densidad
e celular 
Tratamento 
das células 
Solução 
Hipotônica 
Solução 
fixadora 
Coloração 
Fellows e 
O’Donov
an, 2010 
2x105/ml 3 horas com S9 - Metanol 
90% 
DAPI 
Kirchner 
e Zeller, 
2010 
0,38x106/
ml 
3 horas com S9 
e 24horas sem 
S9 
- Etanol , 4h DAPI  
Struwe et 
al., 2011 
0,38x106/
ml 
3 horas com S9 
e 24horas sem 
S9 
 
- Etanol , 4h DAPI  
Lorge, 
2010 
5x105/ml 
e 
1,5x105/
ml 
3 horas com S9 
e 24horas sem 
S9 
 
RPMI e água 
(50:50), 37°C 
Carnoy Giemsa 
 
Geter et - 4 horas sem S9 KCL Carnoy Laranja de 
109 
 
 
al., 2012 acridina 
Doherty 
et al., 
2014 
2x106/ml 3, 4 e 24 horas 
sem S9 
- Metanol 
90%, 10 min 
 
Laranja de 
acridina 
Moche et 
al., 2014 
2x105/ml 
e 
5x104/ml 
4 e 24 horas RPMI e água 
destilada 
(1:1), 4 min 
Carnoy, 24h 
a 4°C 
Giemsa 
Ilin et al., 
2015 
2x105/ml 18 horas sem 
S9 
- Metanol -
20°C, 1h 
Laranja de 
acridina com 
solução Sϕrense 
67 mM 
Na2HPO4/KH2P
O4, pH 6,8 
      
 
APÊNDICE M - Artigos com Ensaio Cometa e linhagens diversas 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Aroutioun
ian et al., 
2010 com 
- 2 e 24 
horas 
- - - - - - - 
110 
 
 
 
KCL-22 
Meth et 
al., 2014 
com 
MV4:11 
3x105
/ml 
96 
horas 
ALM 
0,5% 
2.5 M NaCl, 
100mM 
EDTA, 1% 
Triton X-
100 e 10mM 
Tris, pH 10 
30 min, 4°C 
Alcalina, 
200mM 
NaOH e 
500 mM 
EDTA, 
pH > 13 
45 min,  
15V, 15 
min 
Água 
destilad
a 
Etanol 
70% 
Iodeto 
de 
propídio 
Faheina-
Martins et 
al., 2012 
com 
MOL-4 
0.3x1
06/ml 
24 
horas 
ALM 
0,75% 
AN 1% 
2,5 M 
NaCl100 
mM EDTA,, 
10 mM Tris-
HCl, pH 10, 
1% Triton 
X-100 e 
10% DMSO, 
1h, 4°C 
Alcalina, 
1mM 
EDTA, 
300 mM 
NaOH, 
pH >13 
 20 min, 
4°C 
25 V, 300 
mA, 20 
min 
0,4M 
Tris, 
pH 7,5 
Etanol 
100% 
Brometo 
de etídio 
Jüliger et 
al., 2007 
com 
DHL-4 e 
SUD-4 
5x103
/ml 
24 e 48 
horas 
ALM 
0,5% 
NA 1% 
2,5 M 
NaCl100 
mM EDTA,, 
10 mM Tris-
HCl, pH 10, 
1% Triton 
X-100, 1h, 
Alcalina, 
1mM 
EDTA, 
300 mM 
NaOH, 
pH >13 
45 min 
20V, 
140mA, 
15 min, 
4°C 
1mM 
EDTA, 
300mM 
1M 
C2H7N
O2 em 
etanol 
- Iodeto 
de 
propídio 
111 
 
 
gelada Tris, pH 9 
          
ALM= agarose low melting; AN= agarose normal 
 
APÊNDICE N - Artigos com Ensaio Cometa e linhagens diversas 
 
Autores Dens
idade 
celul
ar 
Tratam
ento 
das 
células 
Concen
tração 
da 
agarose 
Solução de 
Lise 
Solução 
de 
eletrofor
ese 
Eletrofor
ese 
Soluçã
o 
neutral
izadora 
Soluç
ão 
fixado
ra 
Coloraç
ão 
Rác et al., 
2015 com 
U937 
- 30 min ALM 
1% 
AN 1% 
2,5M NaCl, 
100 mM 
EDTA, 10 
mM Tris, 
1% Triton 
X-100, pH = 
10 
1h, 4°C 
Alcalina, 
1mM 
EDTA, 
300 mM 
NaOH, 
pH >13 
40 min 
0,8V, 
350mA, 
20 min 
0,4M 
Tris, 
pH 7,5 
15 min, 
4°C 
- SYBR 
Green 
Chakrabar
ti et al., 
2012* 
- - - - - - - - - 
Poplawski 
e Blasiak, 
2010 
- 6 e 
24horas 
ALM 
0,75% 
AN 
2,5M NaCl, 
100 mM 
EDTA, 10 
Neutra, 
100 mM 
Tris and 
0.41 V/cm 
(50 mA), 
60 min, 
- - - 
112 
 
 
 
0,5% mM Tris, 
1% Triton 
X-100, 
1h, 4°C 
300 mM 
C2H3Na
O2, pH 
9.0 
4°C 
Baydoun 
et al., 
2012* 
- - - - - - - - - 
          
ALM = agarose low melting; AN = agarose normal; *Protocolo Trevigen. 
